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Η παρούσα διδακτορική διατριβή εκπονήθηκε στο Εργαστήριο 
Κυτταρογενετικής και Μοριακής Γενετικής του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου 
Λάρισας σε συνεργασία με την Ορθοπαιδική Κλινική του Πανεπιστημιακού 
Νοσοκομείου Λάρισας, καθώς και το Ινστιτούτο Έρευνας και Τεχνολογίας Θεσσαλίας 
(ΙΕΤΕΘ). 
Για την περάτωση της διδακτορικής μου διατριβής οφείλω να ευχαριστήσω 
ολόψυχα την επιβλέπουσα Καθηγήτρια Ιατρικής Γενετικής κυρία Ασπασία Τσέζου, 
για την ευκαιρία που μου έδωσε να συνεργαστώ μαζί της, την εμπιστοσύνη που μου 
έδειξε, για την άρτια επιστημονική της καθοδήγηση, αλλά και για την κατανόηση και 
υποστήριξη καθ’ όλη την διάρκεια της εργασίας. Θερμές ευχαριστίες οφείλω στον 
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κυρία Βαρβάρα Τραχανά, τον Επίκουρο Καθηγητή Ορθοπαιδικής κύριο Μιχαήλ 
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Ημερομηνία γέννησης: 14 Ιανουαρίου 1985 
Τόπος γέννησης: Λάρισα 
Διεύθυνση: Ι.Μ. Παναγιωτόπουλου 21, Νέα Πολιτεία, Λάρισα 




Μάιος 2008 – σήμερα: Υποψήφια Διδάκτωρ του Τμήματος Ιατρικής της Σχολής Επιστημών 
Υγείας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας.  
Θέμα διατριβής: «Διερεύνηση έκφρασης γονιδίων τα οποία ενέχονται στο μεταβολισμό  των 
λιπιδίων στην οστεοαρθρίτιδα και μηχανισμοί ρύθμισης αυτών: in vitro και in vivo μελέτη». 
 
2002 – 2007: Πτυχίο Μοριακής Βιολογίας και Γενετικής, Δημοκρίτειο Πανεπιστήμιο Θράκης, 
Γενικός Βαθμός «Λίαν Καλώς»  
Πτυχιακή Εργασία: «Μελέτη των πολυμορφισμών των γονιδίων των κυτοκινών σε ασθενείς 
με αρτηριακή υπέρταση».  
Εργαστήριο Κυτταρογενετικής και Μοριακής Γενετικής, Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο 
Λάρισας. Επιβλέπουσα καθηγήτρια: Ασπασία Τσέζου, Καθ. Ιατρικής Γενετικής του Τμήματος 
Ιατρικής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας. 
 
Εργαστηριακή εμπειρία 
Μάρτιος 2006 – σήμερα: Εργαστήριο Κυτταρογενετικής και Μοριακής Γενετικής, 
Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Λάρισας, Τμήμα Ιατρικής, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας . 
 
Γνώσεις τεχνικών Μοριακής Βιολογίας και Γενετικής 
 Καλλιέργειες κυττάρων (κύτταρα από συμπαγή ιστό, κύτταρα αμνιακού υγρού, 
κύτταρα από περιφερικό αίμα και μυελό των οστών) 
 Παρασκευή και ανάλυση χρωμοσωμάτων (Καρυότυπος) 
 Εκχύλιση DNA–RNA από περιφερικό αίμα, κύτταρα σε καλλιέργεια, αμνιακό υγρό, 
φρέσκο ιστό ή ιστό σε παραφίνη 
 Σύνθεση συμπληρωμτικού DNA (cDNA) 
 Σχεδιασμός εκκινητών 
 Αλυσιδωτή αντίδραση Πολυμεράσης (PCR) 
 Αλυσιδωτή αντίδραση Πολυμεράσης Πραγματικού χρόνου (Real–Time PCR) 
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 Αλληλούχιση γονιδίων και Fragment Analysis 
 Ανοσοκατακρήμνιση κατά Western 
 Ανοσοκατακρήμνιση Χρωματίνης (Chip) και Πρωτεϊνών (IP) 
 Φθορίζων in situ υβριδισμός (FISH) 
 Γονιδιακή Αποσιώπηση 
 Ενζυμοσύνδετη Ανοσοπροσροφητική Μέτρηση (ELISA) 
 
Συμμετοχή σε Ερευνητικά Προγράμματα 
Μάιος 2010 – Μάιος 2012: «Διερεύνηση του θεραπευτικού ρόλου των στατινών στην 
οστεοαρθρίτιδα». Ελληνική Εταιρεία Χειρουργικής Ορθοπαιδικής και Τραυματολογίας 
(ΕΕΧΟΤ) 
Επιστημονικός Υπεύθυνος: Α. Τσέζου, Καθ. Ιατρικής Γενετικής του Τμήματος Ιατρικής του 
Πανεπιστημίου Θεσσαλίας 
Μάιος 2014 – Ιούνιος 2014: Μεταπτυχιακός υπότροφος στα πλαίσια υλοποίησης του 
ερευνητικού έργου ESO 072005 «Έρευνα Μυοσκελετικού». Εθνικό Κέντρο Έρευνας και 
Τεχνολογικής Ανάπτυξης, Ινστιτούτο Έρευνας και Τεχνολογίας Θεσσαλίας, Τομέας 
Βιοϊατρικής 
Ομιλίες – Αναρτημένες Ανακοινώσεις 
 Προφορική ανακοίνωση: «Γενετική προδιάθεση για τη χρόνια οστεομυελίτιδα: 
Επίδραση των πολυμορφισμών των γονιδίων IL–1a, IL–4 και IL–6». (Τσέζου Α., 
Πουλτσίδης Λ., Κωστοπούλου Φ., Μαλίζος Κ.Ν.) 64o Πανελλήνιο Ορθοπαιδικό 
Συνέδριο, 8 – 11 Οκτωβρίου 2008, Αθήνα. 
 E–Poster: «The role of atorvastatin in osteoarthritis: an in vitro and in vivo study» 
(A.Tsezou, T.Simopoulou, L.Poultsides, F.Kostopoulou, K.N. Malizos) 10
th
 Congress 
of the European Federation of National Association of  Orthopaedics and 
Traumatology (EFORT), 3 – 6 June 2009 , Vienna, Austria 
 Προφορική ανακοίνωση: «Ο ρόλος της ατορβαστατίνης στην Οστεοαρθρίτιδα: in vitro 
και in vivo μελέτη». (Τσέζου Α., Κωστοπούλου Φ., Πουλτσίδης Λ., Σιμοπούλου Θ., 
Μαλίζος Κ.Ν.) 65
o
 Πανελλήνιο Ορθοπαιδικό Συνέδριο, 7 – 10 Οκτωβρίου 2009, 
Θεσσαλονίκη 
 Προφορική ανακοίνωση: «Association of TLR2–R753Q polymorphism with chronic 
osteomyelitis» (Tsezou A., Kostopoulou F., Poultsides L., Malizos K.N.) 29
th
  Annual 
meeting of the European Bone and Joint Infection Society (EBJIS), 2–4 September 
2010, Heidelberg, Germany 
 E–Poster: «Impaired expression of genes regulating reverse cholesterol transport in 
human osteoarthritic chondrocytes: Beneficial effect of LXR agonist treatment» 
(Simopoulou T., Malizos K.N., Kostopoulou F., Tsezou A.) The Osteoarthritis 
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Research Society International (OARSI) World Congress on Osteoarthritis, 23 – 26 
September 2010, Brussles, Belgium 
 Προφορική ανακοίνωση: «Συσχέτιση πολυμορφισμού του γονιδίου SREBP–2 με 
κλινικές παραμέτρους και την Οστεοαρθρίτιδα γόνατος. Νέες ενδείξεις για εμπλοκή 
του μεταβολισμού των λιπιδίων» (Τσέζου Α., Κωστοπούλου Φ., Οικονόμου Π., 
Γκρέτση Β., Μαλίζος Κ.Ν) 67
o
 Πανελλήνιο Ορθοπαιδικό Συνέδριο, 12 – 16 Οκτωβρίου 
2011, Αθήνα 
 Προφορική ανακοίνωση: «Central role of SREBP–2 in the pathogenesis of 
Osteoarthritis»  (F. Kostopoulou, K. N. Malizos, V. Gkretsi, D. Iliopoulos, A. Tsezou) 
13th Congress of the European Federation of National Association of Orthopaedics 
and Traumatology (EFORT), 23–25 May 2012 , Berlin, Germany 
 
Δημοσιεύσεις 
 «Genetic susceptibility to chronic osteomyelitis: influence of IL–1a, IL–4 and IL–6 
polymorphisms»  
Aspasia Tsezou, Lazaros Poultsides, Fotini Kostopoulou, Elias Zintzaras, Maria 
Satra, Sofia Kitsiou–Tzeli, Konstantinos N. Malizos 
Clin Vacc Immunol, 2008, Dec;15(12):1888–90 
 «Central Role of SREBP–2 in the Pathogenesis of Osteoarthritis»  
Kostopoulou F, Gkretsi V, Malizos KN, Iliopoulos D, Oikonomou P, Poultsides L, 
Tsezou A.   
PLoS One. 2012;7(5):e35753. doi: 10.1371/journal.pone.0035753. Epub 2012 May 
25. 
 
Ξένες γλώσσες – Η/Υ 
 Αγγλικά επιπέδου Proficiency 
 Γνώση στατιστικού πακέτου SPSS 
 Microsoft Word, Excel, Access, Powerpoint, Rasmol, Raswin 
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«ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΤΑ ΟΠΟΙΑ 
ΕΝΕΧΟΝΤΑΙ ΣΤΟ ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟ ΤΩΝ ΛΙΠΙΔΙΩΝ ΣΤΗΝ 
ΟΣΤΕΟΑΡΘΡΙΤΙΔΑ ΚΑΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΡΥΘΜΙΣΗΣ ΑΥΤΩΝ:  










ΤΡΙΜΕΛΗΣ ΣΥΜΒΟΥΛΕΥΤΙΚΗ ΕΠΙΤΡΟΠΗ 
 
1. Δρ. Ασπασία Τσέζου, Καθηγήτρια Ιατρικής Γενετικής, Τμήμα Ιατρικής, 
Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας – (Επιβλέπουσα) 
 
2. Δρ. Κωνσταντίνος Ν. Μαλίζος, Καθηγητής Ορθοπαιδικής, Τμήμα Ιατρικής, 
Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας  
 
3. Δρ. Μαρία Ιωάννου, Αναπληρώτρια Καθηγήτρια Παθολογικής Ανατομικής, Τμήμα 
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Η Oστεοαρθρίτιδα (ΟΑ), η πιο κοινή νόσος του μυοσκελετικού συστήματος 
πλήττει εκατομμύρια ανθρώπους σε ολόκληρο τον κόσμο και αποτελεί μία από τις 
βασικές αιτίες χρόνιας αναπηρίας του ενήλικου πληθυσμού. Είναι μία πάθηση που  
μπορεί να προσβάλλει όλες τις αρθρώσεις του σώματος, ενώ επηρεάζει όλα τα 
δομικά στοιχεία της άρθρωσης, με κύρια χαρακτηριστικά της τον εκφυλισμό του 
αρθρικού χόνδρου, το σχηματισμό οστεοφύτων, τη σκλήρυνση του υποχόνδριου 
οστού και την υπερτροφία του αρθρικού υμένα. Πρόκειται για μία πολυπαραγοντική 
νόσο, με τη γενετική προδιάθεση, την ηλικία, την παχυσαρκία και τη μηχανική 
επιβάρυνση των αρθρώσεων να συγκαταλέγονται μεταξύ των παραγόντων που 
προδιαθέτουν για την εμφάνιση και εξέλιξή της.  
Μέχρι σήμερα, εκτός από τις διαθέσιμες φαρμακευτικές αγωγές που 
ανακουφίζουν τον πόνο των ασθενών, η χειρουργική επέμβαση στα τελευταία στάδια 
της νόσου αποτελεί τη μόνη διαθέσιμη θεραπευτική προσέγγιση. Κρίνεται λοιπόν 
απαραίτητη η ανεύρεση προγνωστικών δεικτών αλλά και νέων θεραπευτικών 
βιολογικών προσεγγίσεων με σκοπό την αναστροφή του οστεοαρθριτικού 
φαινοτύπου για την αναστολή της εξέλιξης της νόσου. 
Ο ακριβής παθογενετικός μηχανισμός της OA παραμένει σε μεγάλο βαθμό 
αδιευκρίνιστος, ενώ πρόσφατες μελέτες που επικεντρώθηκαν στη διερεύνηση της 
παθοφυσιολογίας της, παρέχουν δεδομένα για την εμφάνιση διακριτών φαινοτύπων 
που χαρακτηρίζουν την ασθένεια, με το μεταβολικό φαινότυπο να κατέχει σημαντικό 
ρόλο. Ισχυρές επιδημιολογικές μελέτες υποστηρίζουν το σημαντικό ρόλο των 
μεταβολικών παραγόντων στην οστεοαρθρίτιδα, ενώ είναι ενδιαφέρον το γεγονός 
πως πολλά κοινά μόρια φαίνεται να εμπλέκονται τόσο στην παθοφυσιολογία της 
οστεοαρθρίτιδας όσο και στις μεταβολικές διαταραχές, αναδεικνύοντας την ΟΑ ως το 
πέμπτο χαρακτηριστικό του μεταβολικού συνδρόμου. Η διαταραχή του μεταβολισμού 
των λιπιδίων αποτελεί την πρωταρχική αιτία εκδήλωσης μεταβολικών διαταραχών, με 
τα γονίδια που εμπλέκονται σε σχετιζόμενες διαδικασίες να αποτελούν σημαντ ικό 
ερευνητικό στόχο στα πλαίσια της συνεχιζόμενης διερεύνησης της ΟΑ. Είναι λοιπόν 
αναγκαία η διατήρηση της ομοιοστασίας του μεταβολισμού των λιπιδίων για τη 
φυσιολογική λειτουργία όλων των κυττάρων και κατ’ επέκταση του οργανισμού και 
ρυθμίζεται από ποικίλους μεταγραφικούς και αυξητικούς παράγοντες αλλά και από 
επιγενετικούς μηχανισμούς, με σημαντικότερη τη δράση των  microRNAs. 
Αντικείμενο της παρούσας διατριβής αποτέλεσε η διερεύνηση του 
μεταβολικού φαινοτύπου της ΟΑ μέσω μελέτης της έκφρασης γονιδίων που 
ενέχονται στο μεταβολισμό των λιπιδίων, όπως το ρυθμιστικό στοιχείο πρόσδεσης 
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στερολών 2 (SREBΡ–2) και η αναγωγάση του μεβαλονικού οξέος (HMGCR), των 
μοριακών σηματοδοτικών μονοπατιών που ελέγχουν τη δράση τους, καθώς και η 
ρύθμιση της έκφρασής τους με τη χρήση microRNAs. Επιπλέον, δημιουργήθηκε ένα 
πειραματικό ζωικό μοντέλο ΟΑ με σκοπό την ανάδειξη πιθανών θεραπευτικών 
μορίων για την αναστολή της εξέλιξης της νόσου in vivo.  
Στη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν δείγματα ασθενών με πρωτοπαθή 
οστεοαρθρίτιδα που είχαν υποβληθεί σε ολική αρθροπλαστική γόνατος και δεν είχαν 
ρευματοειδή αρθρίτιδα ή αρθρίτιδα στα πλαίσια άλλου αυτοάνοσου νοσήματος, 
καθώς και χονδροδυσπλασία, σηπτική ΟΑ και μετα–τραυματική ΟΑ. Την ομάδα 
ελέγχου αποτέλεσαν άτομα χωρίς ιστορικό πάθησης των αρθρώσεων, τα οποία είχαν 
υποστεί χειρουργική επέμβαση επανόρθωσης κατάγματος ή ακρωτηριασμό. 
Αναλυτικότερα, στο in vitro πειραματικό μέρος της διατριβής διερευνήθηκαν τα εξής:  
o η έκφραση γονιδίων με σημαντική δράση στο μεταβολισμό της χοληστερόλης 
όπως του μεταγραφικού παράγοντα SREBP–2 και του γονιδίου – στόχου του 
HMGCR, σε φυσιολογικά και οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα 
o η έκφραση των λιπιδικών κινασών PI3k και Akt, της ιντεγκρίνης aV και του 
αυξητικού παράγοντα μετασχηματισμού TGF–β1 σε φυσιολογικά και 
οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα 
o ο ρόλος του TGF–β1 στην έκφραση των γονιδίων SREBP–2, HMGCR,  
ΜΜΡ–13, COL2A1 και ACAN μέσω του σηματοδοτικού μονοπατιού PI3k/Akt 
στον οστεοαρθριτικό χόνδρο  
o ο ρόλος της αναστολής των ιντεγκρινών στην έκφραση των γονιδίων SREBP–
2 και HMGCR, στο σηματοδοτικό μονοπάτι PI3k/Akt και στην έκφραση των 
γονιδίων ΜΜΡ–13, COL2A1 και ACAN 
o η έκφραση του miR–33a σε φυσιολογικά και οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα 
o ο ρόλος του miR–33a στη ρύθμιση του επαγόμενου από τον TGF–β1 
σηματοδοτικού μονοπατιού PI3k/Akt  
o ο ρόλος του miR–33a και του αναστολέα του στη ρύθμιση της έκφρασης των 
γονιδίων ABCA1, ApoA1, LXRα και LXRβ, που ευθύνονται για την έξοδο της 
χοληστερόλης από τα ΟΑ χονδροκύτταρα  
Στο in vivo πειραματικό μέρος της διατριβής διερευνήθηκαν τα εξής: 
o η εγκατάσταση ΟΑ σε πειραματικό ζωικό μοντέλο ΟΑ, επαγόμενο με διατομή 
του πρόσθιου χιαστού συνδέσμου (ACLT) σε λευκά κουνέλια Νέας Ζηλανδίας 
o η μεταγραφική έκφραση του γονιδίου SREBP–2 σε φυσιολογικά και 
οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα κουνελιών 
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o ο ρόλος της αναστολής της TGF–β σηματοδότησης in vivo, στην έκφραση 
των γονιδίων SREBP–2, COL2A1, ACAN, MMP–13 και COLX στον ΟΑ 
χόνδρο 
Τα αποτελέσματά μας έδειξαν αυξημένη έκφραση του SREBP–2 και του 
γονιδίου – στόχου του, HMGCR, στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα 
φυσιολογικά, ενισχύοντας τις ενδείξεις για ενεργή συμμετοχή του βασικού ρυθμιστή 
του μεταβολισμού της χοληστερόλης στην εξέλιξη της νόσου. Επιπλέον, επίδραση  
ΟΑ χονδροκυττάρων με 25–υδροξυχοληστερόλη είχε ως αποτέλεσμα στατιστικά 
αυξημένα επίπεδα τόσο του SREBP–2 όσο και της MMP–13, βασικού καταβολικού 
ενζύμου στη νόσο, ενισχύοντας την άποψη ότι ο μεταβολισμός των λιπιδίων είναι 
σημαντικά διαταραγμένος στην ΟΑ. Επίσης, παρατηρήθηκε υπερέκφραση της 
ιντεγκρίνης aV, του αυξητικού παράγοντα TGF–β1 και των ενεργών μορφών των 
κινασών PI3k και Akt στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα φυσιολογικά, 
παρέχοντας δεδομένα για την εμπλοκή της ενεργοποίησης του εν λόγω 
σηματοδοτικού μονοπατιού στην ΟΑ.  
Η επαγωγή χονδροκυττάρων με TGF–β1 προκάλεσε τη φωσφορυλίωση των 
κινασών PI3k και Akt και την αύξηση της έκφρασης των γονιδίων SREBP–2 και 
HMGCR, οδηγώντας στην ενίσχυση του ΟΑ φαινοτύπου μέσω αυξημένης έκφρασης 
MMP–13. Η αναστολή του TGF–β1 επέφερε μείωση των επιπέδων έκφρασης του 
SREBP–2, επιβεβαιώνοντας τη ρύθμισή του από το συγκεκριμένο αυξητικό 
παράγοντα, ενώ αναστολή της έκφρασης των ιντεγκρινών επέφερε στατιστικά 
σημαντική μείωση της έκφρασης των γονιδίων SREBP–2 και HMGCR, καθώς και της 
ενεργής μορφής της κινάσης PI3K. Επιπλέον, παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική 
μείωση της έκφρασης της MMP–13, συνοδευόμενη από αυξημένα επίπεδα της 
ACAN αλλά όχι του COL2A1. Τα παραπάνω δεδομένα υποστηρίζουν τον κεντρικό 
ρόλο που διαδραματίζουν οι ιντεγκρίνες στην ΟΑ και δη στο μεταβολικό φαινότυπο 
της νόσου, προτείνοντας τη χρήση αναστολέα των ιντεγκρινών ως μέσο για την 
τουλάχιστον εν μέρει αναστροφή του ΟΑ φαινοτύπου. 
Συνεχίζοντας, διερευνήσαμε την έκφραση του miR–33a στα ΟΑ και στα 
φυσιολογικά χονδροκύτταρα, μελετήσαμε τον τρόπο ενεργοποίησής του και 
εξετάσαμε την επίδρασή του στη σύνθεση της χοληστερόλης και στην έκφραση των 
γονιδίων που ενέχονται στην έξοδο της περίσσειας της από τα χονδροκύτταρα, όπως 
των ABCA1, ApoA1, LXRa και LXRβ. Διαπιστώσαμε αυξημένη μεταγραφική έκφραση 
του miR–33a στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα φυσιολογικά και επαγωγή της 
έκφρασής του από τον αυξητικό παράγοντα TGF–β1, ενώ η χρήση αναστολέα του 
miR–33a σε επαγόμενα με TGF–β1 χονδροκύτταρα οδήγησε σε μείωση της 
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φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Akt. Επιπλέον, η χορήγηση του miR–33a στα 
φυσιολογικά χονδροκύτταρα επέφερε μείωση της έκφρασης των γονιδίων ABCA1 και 
ApoA1 και ταυτόχρονη αύξηση των επιπέδων της MMP–13, με αποτέλεσμα την 
προώθηση του ΟΑ φαινοτύπου, γεγονός που αντιστράφηκε μετά τη χρήση 
αναστολέα του miR–33a στα ΟΑ χονδροκύτταρα.  
Στο in vivo πειραματικό μέρος της διατριβής δημιουργήσαμε ένα πειραματικό 
ζωικό μοντέλο ΟΑ μέσω διατομής του πρόσθιου χιαστού συνδέσμου στις αρθρώσεις 
λευκών κουνελιών Νέας Ζηλανδίας. Η εγκατάσταση της ΟΑ επιβεβαιώθηκε με 
μακροσκοπική παρατήρηση των αρθρώσεων των κουνελιών αλλά και με μοριακή 
εξέταση της μεταγραφικής έκφρασης του καταβολικού ενζύμου MMP–13 και των 
αναβολικών μορίων COL2A1 και ACAN. Διαπιστώσαμε στατιστικά σημαντική αύξηση 
των επιπέδων έκφρασης της MMP–13, συνοδευόμενη από σημαντικά μειωμένα 
μεταγραφικά επίπεδα των μορίων COL2A1 και ACAN. Επιπλέον, παρατηρήθηκαν 
στατιστικά υψηλότερα μεταγραφικά επίπεδα του SREBP–2 στα ΟΑ χονδροκύτταρα 
που απομονώθηκαν από τις αρθρώσεις των ζώων που είχαν υποστεί διατομή του 
πρόσθιου χιαστού συνδέσμου σε σχέση με τα φυσιολογικά χονδροκύτταρα. 
Συνεχίζοντας, η χορήγηση φαρμακευτικού αναστολέα των υποδοχέων του TGF–β 
μέσω ενδοαρθρικών εγχύσεων είχε ως αποτέλεσμα τη στατιστικά σημαντική μείωση 
των επιπέδων έκφρασης του SREBP–2, του COLX και της MMP–13, με ταυτόχρονη 
αύξηση των μεταγραφικών επιπέδων των αναβολικών μορίων COL2A1 και ACAN, 
παρέχοντας δεδομένα για τη δυνατότητα αναστροφής του ΟΑ φαινοτύπου. 
Συνοψίζοντας, τα αποτελέσματα της μελέτης ανέδειξαν για πρώτη φορά την 
εμπλοκή του SREBP–2, κύριου ρυθμιστή του μεταβολισμού της χοληστερόλης και 
του γονιδίου – στόχου του HMGCR, που καταλύει το σημαντικότερο βήμα στο 
βιοσυνθετικό μονοπάτι της χοληστερόλης στα ΟΑ χονδροκύτταρα. Αναδείχθηκε ο 
σηματοδοτικός μηχανισμός ρύθμισής τους μέσω των λιπιδικών κινασών PI3K και 
Akt, ως αποτέλεσμα της ενεργοποίησης του TGF–β σηματοδοτικού μονοπατιού και 
της αυξημένης έκφρασης της ιντεγκρίνης aV στα ΟΑ χονδροκύτταρα. Επιπλέον, η 
αναστολή του υπερεκφράζομενου στα ΟΑ χονδροκύτταρα, miR–33a, η οποία επάγει 
την αυξημένη έκφραση γονιδίων που ευθύνονται για την έξοδο της περίσσειας 
χοληστερόλης από τα ΟΑ χονδροκύτταρα, αναδεικνύεται ως πιθανός θεραπευτικός 
μοριακός στόχος για την αναστολή της εξέλιξης της ΟΑ.  Επίσης, η αναστολή του 
TGF–β in vivo, προκάλεσε μείωση των μεταγραφικών επιπέδων βασικών 
καταβολικών ενζύμων και αντίστοιχη αύξηση των αναβολικών μορίων, 
αναδεικνύοντάς τη ως μία νέα πιθανή θεραπευτική προσέγγιση για την αντιμετώπιση 
της νόσου.  
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Osteoarthritis (OA), the most common form of arthritis, is a chronic 
degenerative joint disease that affects millions of people worldwide and is thought of 
as a “joint failure” due to molecular changes that take place in all joint tissues. It is 
characterized by progressive degradation of articular cartilage, new bone formation 
at joint margins (osteophytes) and changes in subchondral bone structure (sclerosis), 
causing chronic disability in elderly people. OA is a complex disorder, in which 
increased mechanical load and inflammation, combined with genetic predisposition, 
trauma and obesity, contribute to its initiation and progression. 
Although intense research has been performed on OA over the past decades, 
the mechanism of its pathogenesis remains incompletely understood. Furthermore, 
to date, there is no suitable biomarker for disease prognosis, nor disease–modifying 
therapeutic agents that inhibit or reverse OA progression. The current non–
arthroplasty treatment options for OA are short–term or ineffective and there is no 
therapy other than total joint replacement surgery. So, the development of novel 
diagnostic and therapeutic interventions is imperative. 
Osteoarthritis is now considered as a disease with a variety of phenotypes, 
including the metabolic phenotype, since OA and the Metabolic Syndrome (MetS) are 
tied together in fundamental ways. Their association is further supported by a 
number of studies linking OA to hypertension, type II diabetes and dyslipidemia, all 
characteristics of the MetS, while common molecules seem to be involved in the 
pathophysiology of both osteoarthritis and metabolic disturbances, highlighting OA as 
a new facet of the MetS. Imbalances of lipid traffic or metabolic homeostasis may 
either contribute or represent the primary disruption associated with the development 
of many lipid–related diseases. The process of maintaining lipid balance is controlled 
by transcription factors, growth factors and lipid related molecules. In addition, recent 
studies have revealed the importance of epigenetic and especially microRNA–
mediated mechanisms in controlling cholesterol homeostasis.  
 The purpose of the present thesis is the investigation of the molecular basis 
of lipid metabolism in osteoarthritic chondrocytes through evaluation of the 
expression of genes that control cholesterol homeostasis, such as Sterol Regulatory 
Element Protein 2 (SREBP–2) and 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase 
(HMGCR), the implicated mechanisms controlling their activation, and the regulation 
of cholesterol efflux related genes using microRNAs. In addition, we developed an 
experimental animal model of OA in order to highlight potential therapeutic molecules 
for inhibiting disease progression in vivo. 
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Articular cartilage was obtained from patients with primary osteoarthritis 
undergoing total knee replacement surgery. Patients with rheumatoid arthritis and 
other autoimmune disease as well as chondrodysplasias, infection–induced OA and 
posttraumatic OA were excluded from the study. Normal cartilage was obtained from 
individuals undergoing fracture repair surgery and/or amputation, with no history of 
joint disease. The in vitro experimental part of the thesis includes the following: 
o evaluation of mRNA and protein expression of genes involved in cholesterol 
metabolism such as SREBP–2 and HMGCR in osteoarthritic and normal 
chondrocytes 
o expression of lipid kinases PI3k and Akt, integrin aV and transforming growth 
factor 1 (TGF–β1) in normal and osteoarthritic chondrocytes 
o role of TGF–β1 in the expression of SREBP–2, HMGCR, MMP–13, COL2A1 
and ACAN via the PI3k/Akt signaling pathway in osteoarthritic cartilage 
o role of integrin inhibition in the expression of SREBP–2 and HMGCR, the 
PI3k/Akt signaling pathway and the expression of MMP–13, COL2A1 and 
ACAN genes 
o role of miR–33a and its inhibitor on cholesterol synthesis and cholesterol 
efflux related genes such as ABCA1, ApoA1, LXRa and LXRβ 
The in vivo experimental part of the thesis includes the following: 
o development of animal model of OA induced by anterior cruciate ligament 
transection (ACLT) in New Zealand white rabbits 
o evaluation of SREBP–2 mRNA expression in normal and osteoarthritic rabbit 
chondrocytes  
o  role of TGF–β inhibition on SREBP–2 expression, and articular cartilage 
degeneration in vivo 
Our results showed that SREBP-2 and HMGCR mRNA and protein 
expression levels were significantly elevated in osteoarthritic chondrocytes compared 
to normal. We also found that 25-hydroxycholesterol upregulated SREBP-2 protein 
expression and MMP-13 mRNA expression in OA chondrocytes, providing further 
evidence on the deregulation of lipid homeostasis in OA. We also found that 
phospho–PI3k and phospo–Akt protein levels, as well as integrin aV and TGF–β1 
were significantly elevated in osteoarthritic chondrocytes, suggesting the involvement 
of PI3k/Akt signaling pathway in osteoarthritis. 
Treatment of normal chondrocytes with TGF–β1 resulted in SREBP–2, 
HMGCR, phospho–PI3K and MMP–13 upregulation, promoting thus the osteoarthritic 
phenotype. The use of the pharmacological inhibitor of TGF–β receptor (SB–431542) 
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resulted in downregulation of SREBP–2 expression, verifying SREBP–2’s expression 
by this growth factor. Integrin blockage with RGD peptide resulted in dramatic 
reduction of SREBP–2, HMGCR, phospho–PI3K and MMP–13 expression levels 
accompanied by elevated levels of ACAN, indicating an at least partial reversal of the 
osteoarthritic phenotype. These results further verify the central role played by 
integrins in OA pathogenesis and their potential to be used as therapeutic targets.  
We also investigated the role of miR–33a in cholesterol synthesis and 
cholesterol efflux related genes in OA. We found that miR–33a expression levels 
were significantly elevated in osteoarthritic chondrocytes compared to normal, in 
accordance to SREBP–2’s upregulation and that miR–33a expression was increased 
in a time–dependent manner after TGF–β1 activation, suggesting that the expression 
levels of miR–33a and SREBP–2 are co–regulated by TGF–β at the transcriptional 
level. Moreover, transient transfection of human chondrocytes with miR–33a inhibitor 
resulted in subsequent inhibition of TGF–β1–induced Akt phosphorylation.  
Next, we investigated the effect of this microRNA on genes regulating 
cholesterol efflux in chondrocytes. We found that treatment of normal chondrocytes 
with miR–33a resulted in significant reduction of ABCA1 and ApoA1 mRNA 
expression levels, accompanied by increased levels of MMP–13. In order to confirm 
that miR–33a regulates cholesterol efflux genes in a way that can be reversed by its 
inhibitor, we treated OA chondrocytes with anti– miR–33a. Introduction of antisense 
oligonucleotides directed against miR–33a, indeed resulted in strongly increased 
ABCA1 and ApoA1 expression levels, while it also caused reduced expression of 
MMP–13, the most abundantly expressed catabolic gene in OA. Based on our 
results, miR–33a emerges as a part of a different regulatory mechanism of genes 
involved in cholesterol efflux, apart from the traditional ligand–activated transcription 
factor LXR, providing novel evidence on the contribution of miR–33a in the blockage 
of reverse cholesterol transport genes in human chondrocytes. 
The in vivo experimental part of the present thesis included the development 
of an experimental animal model of OA induced by the anterior cruciate ligament 
transection in New Zealand white rabbits. Establishment of OA was confirmed by 
macroscopic observation of rabbits’ joints and by molecular examination of the 
expression levels of the catabolic enzyme MMP–13 and anabolic molecules COL2A1 
and ACAN. We found a statistically significant increase in the expression levels of 
MMP–13, accompanied by significantly reduced levels of COL2A1 and ACAN. 
Moreover, SREBP–2 expression levels were significantly elevated in rabbit OA 
chondrocytes compared to normal. Intra-articular administration of TGF–β receptor 
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inhibitor resulted in a statistically significant reduction in the expression levels of 
SREBP–2, COLX and MMP–13, whereas COL2A1 and ACAN were significantly 
increased, providing data on the potential reversal of the OA phenotype. 
Our novel findings suggest that SREBP–2, a gene that plays a key role in 
cholesterol homeostasis, is crucially involved in OA pathogenesis and provided novel 
evidence for its TGF–β1–induced activation through ITGAV/PI3K/Akt pathway, 
pointing towards the use of integrin inhibitors as possible molecular targets for 
osteoarthritis treatment. Moreover, we provide novel evidence for the implication of 
miR–33a, a SREBP–2 intronic microRNA, in OA pathogenesis, identifying it as a dual 
regulator of cholesterol synthesis and cholesterol efflux–related genes in OA 
chondrocytes, suggesting its potential use as a novel target for the amelioration of 
OA phenotype. We finally found that TGF–β inhibition in vivo may be a new potential 
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Α.1.1 Γενικά γνωρίσματα  
Η Οστεοαρθρίτιδα (ΟΑ) ή εκφυλιστική αρθρίτιδα αποτελεί την πιο κοινή νόσο 
του μυοσκελετικού συστήματος η οποία μπορεί να προσβάλλει οποιαδήποτε 
άρθρωση του σώματος και ευθύνεται για προβλήματα κινητικότητας, πόνου καθώς 
και για δυσκολία στην εκτέλεση των καθημερινών δραστηριοτήτων μεγάλου μέρους 
του πληθυσμού. Ενώ προγενέστερες μελέτες είχαν επικεντρωθεί στον εκφυλισμό του 
αρθρικού χόνδρου ως κύριο χαρακτηριστικό της ΟΑ, σήμερα είναι γενικά αποδεκτό 
ότι η νόσος επιφέρει αλλαγές σε όλα τα δομικά στοιχεία της άρθρωσης, όπως στο 
υποχόνδριο οστό, στον αρθρικό υμένα, στο μηνίσκο και στους συνδέσμους [1]. 
Οι αλλαγές που συμβαίνουν κατά την ΟΑ, περιλαμβάνουν αποδόμηση του 
αρθρικού χόνδρου, πάχυνση του υποχόνδριου οστού, σχηματισμό νέων οστικών 
δομών, των οστεοφύτων, φλεγμονή του αρθρικού υμένα, και στο γόνατο, εκφυλισμό 
των συνδέσμων, του μηνίσκου, και υπερτροφία του αρθρικού θύλακα [2] (εικόνα 1). 
 
 
Εικόνα 1: Απεικόνιση των αλλαγών στα δομικά στοιχεία γόνατος με προχωρημένη ΟΑ [2] 
 
Ετησίως διαγιγνώσκονται 15.000.000 νέοι ασθενείς με ΟΑ στην Ευρωπαϊκή 
Ένωση και 21.000.000 στις Ηνωμένες Πολιτείες. Οι επιπτώσεις της ΟΑ δεν αφορούν 
μόνο τον κάθε ασθενή χωριστά, αλλά και την κοινωνία ως σύνολο τόσο σε κοινωνικό 
όσο και σε οικονομικό επίπεδο. Αν και υπάρχουν φάρμακα που ανακουφίζουν τον 
πόνο των ασθενών, δεν υπάρχει ακόμα αποτελεσματική φαρμακευτική αγωγή που 
να θεραπεύει, αναστρέφει ή αναστέλλει την εξέλιξη της ασθένειας και έτσι οι 
περισσότεροι ασθενείς καταλήγουν σε χειρουργικές λύσεις για την αντιμετώπιση του 
προβλήματός τους. Υπολογίζεται ότι στην Ευρώπη το ετήσιο κόστος για επεμβάσεις 
ολικής αρθροπλαστικής γόνατος και μόνο, ανέρχεται στα δύο δισεκατομμύρια ευρώ 
[3]. Κρίνεται επομένως απαραίτητη η ανεύρεση νέων θεραπευτικών βιολογικών 
προσεγγίσεων που θα στοχεύουν στην αναστροφή του οστεοαρθριτικού φαινοτύπου 
και κατ’ επέκταση στην αναστολή της εξέλιξης της νόσου. 
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Α.1.2 Ταξινόμηση και αξιολόγηση  
Με βάση την κύρια αιτία εμφάνισής της, η ΟΑ ταξινομείται σε δύο κατηγορίες: 
την πρωτοπαθή και τη δευτεροπαθή. Η πρωτοπαθής ΟΑ αποτελεί τον πιο κοινό 
τύπο, διαγιγνώσκεται σε προχωρημένη ηλικία, χωρίς όμως να αποτελεί μια 
αναπόφευκτη συνέπεια της γήρανσης, ενώ δεν έχει σαφή ανιχνεύσιμη αιτία ή 
προδιαθεσικό παράγοντα. Η δευτεροπαθής ΟΑ εμφανίζεται σε σχετικά νεαρή ηλικία 
και έχει σαφή αίτια, τα συχνότερα των οποίων είναι οι τραυματισμοί των αρθρώσεων, 
διάφορες ανατομικές αιτίες (ανισοσκελία, συγγενές εξάρθρημα ισχίου), συστηματικά 
νοσήματα (αιμοχρωμάτωση, νόσος Wilson, ακρομεγαλία, υπερπαραθυρεοειδισμός) ή 
λοιμώξεις (σηπτική αρθρίτιδα) [4].  
Η ΟΑ μπορεί να αξιολογηθεί με βάση ακτινολογικά, κλινικά ή υποκειμενικά 
κριτήρια. Το ευρέως χρησιμοποιούμενο σύστημα καθορισμού και σταδιοποίησης της 
ΟΑ γόνατος με τη χρήση ακτινογραφιών είναι η κλίμακα Kellgren–Lawrence (K & L 
score). Ο συνολικός βαθμός σοβαρότητας της νόσου προσδιορίζεται από τους 
αριθμούς 0 – 4 με βάση εγκεκριμένα κριτήρια από τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας 
(Π.Ο.Υ) ως εξής: βαθμός 0: απουσία ακτινολογικών χαρακτηριστικών 
οστεοαρθρίτιδας, φυσιολογική άρθρωση, βαθμός 1: ελάχιστα οστεόφυτα,  αμφίβολη 
στένωση του μεσάρθριου διαστήματος, βαθμός 2: σαφής παρουσία οστεοφύτων και 
στένωση του μεσάρθριου διαστήματος, βαθμός 3: πολλαπλά οστεόφυτα, στένωση 
του μεσάρθριου διαστήματος, πάχυνση υποχόνδριου οστού και παραμόρφωση του 
οστού, βαθμός 4: μεγάλου μεγέθους οστεόφυτα, στένωση του μεσάρθριου 
διαστήματος, σοβαρή πάχυνση υποχόνδριου οστού και έντονη παραμόρφωση του 
οστού (εικόνα 2). Σύγχρονες μέθοδοι απεικόνισης, όπως η μαγνητική τομογραφία 
(MRI) μπορούν να καθορίσουν με ακόμη μεγαλύτερη ακρίβεια τα παραπάνω 
χαρακτηριστικά ΟΑ [5].  
Η κλινική αξιολόγηση της νόσου βασίζεται στη λήψη ιστορικού του ασθενούς 
και στην κλινική εξέταση μετά από αναμφίβολη παρουσία πόνου των αρθρώσεων και 
σε συνδυασμό με καλά χαρακτηρισμένα κριτήρια από το Αμερικανικό Κολλέγιο 
Ρευματικών Παθήσεων (American College of Rheumatology, ACR), τα οποία έχουν 
αναπτυχθεί τόσο για ΟΑ γόνατος, όσο και για ΟΑ χεριού και ισχίου. Ενδιαφέρον είναι 
το γεγονός πως ασθενείς με πόνο στις αρθρώσεις μπορεί να μην εμφανίζουν 
ακτινολογικές αλλοιώσεις, και αντιστρόφως, ασθενείς με σοβαρά ακτινολογικά 
ευρύματα είναι δυνατόν να είναι εντελώς ασυμπτωματικοί. Η ασυμφωνία μεταξύ 
ακτινολογικών δεδομένων και κλινικής εξέτασης οφείλεται στο γεγονός πως μερικές 
από τις δομές της άρθρωσης που απεικονίζονται ακτινολογικά, δε διαθέτουν 
νευρώσεις για αίσθηση του άλγους, καθώς και στο γεγονός πως η αίσθηση του 
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πόνου μπορεί να είναι συγκεχυμένη και να μην οφείλεται αποκλειστικά σε  δομικές 




Εικόνα 2: Η κλίμακα Kellgren–Lawrence (K&L score), το ευρέως χρησιμοποιούμενο σύστημα 
καθορισμού και σταδιοποίησης της ΟΑ γόνατος με τη χρήση ακτινογραφιών [6] 
 
Α.1.3 Ο αρθρικός χόνδρος στην άρθρωση 
Α.1.3α Δομή και Σύσταση 
Σε όλες τις αρθρώσεις του ανθρώπινου σκελετικού συστήματος, τα οστά 
περιβάλλονται από τους συνδέσμους και τον αρθρικό θύλακα ώστε να συγκρατούνται 
ενωμένα. Ο αρθρικός υμένας, που επενδύει εσωτερικά το θύλακα, εκκρίνει το 
αρθρικό υγρό που κάνει ολισθηρές τις επιφάνειες και ο αρθρικός χόνδρος στις άκρες 
των οστών εξομαλύνει τις αρθρικές επιφάνειες ώστε να γίνονται ομαλά οι κινήσεις. Ο 
αρθρικός χόνδρος έχει πάχος λίγα χιλιοστά και χωρίζεται σε 4 στο ιβάδες: την 
επιφανειακή ή ζώνη ολίσθησης, την ενδιάμεση ή μεταβατική, την εν τω βάθει ή 
κυκλοτερή και την ασβεστοποιημένη ζώνη, καθεμία από τις οποίες επιτελεί 
διαφορετικές λειτουργίες [7] (εικόνα 3). 
 
Εικόνα 3 : Οι στοιβάδες του αρθρικού χόνδρου [7] 
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Ο φυσιολογικός αρθρικός χόνδρος των ενηλίκων αποτελείται από νερό, σε 
ποσοστό ~70% και από εξωκυττάρια ουσία (Extracellular Matrix, ECM), ενώ στερείται 
αιμοφόρων αγγείων, λεμφαγγείων και νεύρων. Βασικά συστατικά της εξωκυττάριας 
ουσίας είναι το κολλαγόνο (κυρίως τύπου ΙΙ) και οι πρωτεογλυκάνες, με κυριότερη την 
αγγρεκάνη, που δημιουργούν ένα πυκνό δίκτυο μέσα στο οποίο εντοπίζεται ο 




Εικόνα 4: Δομικά συστατικά του αρθρικού χόνδρου [8] 
 
Η μορφολογία και η διάταξη των χονδροκυττάρων, η σύσταση της ECM, η 
συγκέντρωση του νερού, καθώς και ο προσανατολισμός των ινών του κολλαγόνου, 
διαφοροποιούνται μεταξύ των στοιβάδων του αρθρικού χόνδρου. Πιο συγκεκριμένα, 
η επιφανειακή στοιβάδα αποτελείται από ίνες κολλαγόνου με οριζόντια διάταξη και 
από πλατυσμένα χονδροκύτταρα με τον επιμήκη άξονά τους παράλληλο προς την 
επιφάνεια. Έχει χαμηλή περιεκτικότητα σε πρωτεογλυκάνες και υψηλά επίπεδα 
νερού. Η ενδιάμεση στοιβάδα χαρακτηρίζεται από τη μεγαλύτερη διάμετρο των ινών 
κολλαγόνου και την οργάνωσή τους σε ακτινωτές δεσμίδες. Τα χονδροκύτταρα είναι 
υποστρόγγυλα. Η εν τω βάθει στοιβάδα περιέχει ίνες κολλαγόνου μεγάλης διαμέτρου 
με διάταξη κάθετη προς την αρθρική επιφάνεια, με τα χονδροκύτταρα να είναι 
σφαιρικά και οργανωμένα σε στήλες. Η συγκέντρωση των πρωτεογλυκανών είναι η 
υψηλότερη σε αυτή τη στοιβάδα και το ποσοστό του νερού το μικρότερο. Τέλος, στην 
ασβεστοποιημένη στοιβάδα του αρθρικού χόνδρου τα χονδροκύτταρα είναι λιγοστά, 
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μικρά και υπερτροφικά και κατανέμονται τυχαία σε ένα περιβάλλον πλούσιο σε 
κρυστάλλους υδροξυαπατίτη. Βασική της λειτουργία είναι η αγκυροβόληση του 
χόνδρου στο οστό, καθώς σε αυτή εισχωρούν ίνες κολλαγόνου από την εν τω βάθει 
στοιβάδα. Επιπλέον, εμποδίζει τη μεταφορά των θρεπτικών συστατικών από το 
υποκείμενο οστό, καθιστώντας τον αρθρικό χόνδρο εξαρτώμενο αποκλειστικά από το 
αρθρικό υγρό για τη θρέψη του [7].  
Α.1.3β Τα χονδροκύτταρα 
Τα χονδροκύτταρα, ο μοναδικός κυτταρικός τύπος που απαντάται στον 
αρθρικό χόνδρο, περιβάλλονται από την ECM, οι μεταξύ τους αλληλεπιδράσεις είναι 
ελάχιστες και η θρέψη τους βασίζεται στη διάχυση των θρεπτικών συστατικών από το 
αρθρικό υγρό. Το σχήμα και το μέγεθός τους ποικίλλει ανάλογα με τη στοιβάδα του 
ιστού στην οποία εντοπίζονται. Είναι μεταβολικά ενεργά και έχουν την ικανότητα να 
ανταποκρίνονται σε ερεθίσματα που δέχονται από το περιβάλλον μέσω των 
υποδοχέων που διαθέτουν. Ανιχνεύουν και ανταποκρίνονται στο μηχανικό φορτίο 
που δέχεται ο χόνδρος, σε αλλαγές της υδροστατικής και ωσμωτικής πίεσης και 
στους τραυματισμούς [7]. Στα πλαίσια της φυσιολογικής τους λειτουργίας  είναι 
υπεύθυνα για τη διατήρηση της ισορροπίας μεταξύ αναβολικών και καταβολικών 
διεργασιών, καθώς παράγουν τόσο τα δομικά συστατικά της εξωκυττάριας ουσίας 




Εικόνα 5: Μεταβολισμός χονδροκυττάρων [10] 
 
Α.1.4 Ο αρθρικός χόνδρος στην Οστεοαρθρίτιδα 
Η ΟΑ διέπεται από διαταραχή της ισορροπίας μεταξύ των αναβολικών και 
των καταβολικών διεργασιών που λαμβάνουν χώρα σε όλη την άρθρωση και 
ιδιαιτέρως στον αρθρικό χόνδρο. Η διαδικασία εκφυλισμού του αρθρικού χόνδρου 
ξεκινά όταν διαταράσσεται η εμβιομηχανική της άρθρωσης ή συνυπάρχουν 
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προδιαθεσικοί παράγοντες για εμφάνιση ΟΑ, οπότε και τα χονδροκύτταρα ενισχύουν 
τις αναβολικές τους διεργασίες προσπαθώντας να επιδιορθώσουν τον ιστό. Οι 
προσπάθειες επιδιόρθωσης του ιστού από τα χονδροκύτταρα μπορούν να 
επιβραδύνουν την πρόοδο της νόσου αλλά τα κύτταρα της επιφανειακής στοιβάδας 
δε μπορούν να αντισταθμίσουν πλήρως την απώλεια της ECM. Τελικά, η 
αποικοδόμησή της λόγω αυξημένης παραγωγής πρωτεολυτικών ενζύμων υπερτερεί 
της προσπάθειας αναδόμησης του χόνδρου και οδηγεί στον πλήρη εκφυλισμό της 
ECM στα τελευταία στάδια της ΟΑ [11, 12] (εικόνα 6).  
 
 
Εικόνα 6: Οι καταβολικές διεργασίες υπερτερούν των αναβολικών και οδηγούν στον εκφυλισμό του 
αρθρικού χόνδρου στα τελικά στάδια της Οστεοαρθρίτιδας [11, 12] 
 
Η εκδήλωση και εξέλιξη της ΟΑ φαίνεται ότι περιλαμβάνει την εμφάνιση 
φλεγμονής, ήδη από τα πρωταρχικά στάδια της νόσου [13]. Μεταξύ των 
φλεγμονωδών παραγόντων που εκκρίνονται, σημαντικό ρόλο στη διαταραχή του 
μεταβολισμού των χονδροκυττάρων και στην ενίσχυση των καταβολικών διεργασιών 
που παρατηρούνται στον ΟΑ χόνδρο κατέχουν οι: IL–1β, TNF–α, IL–6, IL–15, IL–17, 
IL–18, IL–21, ο ανασταλτικός παράγοντας λευχαιμίας (LIF), όπως επίσης και 
χημοκίνες. Τόσο η IL–1β, όσο και ο TNF–α εμφανίζουν ιδιαίτερα αυξημένα επίπεδα 
στους ιστούς και στα υγρά ασθενών με ΟΑ, ενώ μπορούν να δράσουν ανεξάρτητα ή 
συνεργιστικά, συμβάλλοντας στην αποδόμηση του αρθρικού χόνδρου, εμποδίζοντας 
την παραγωγή βασικών δομικών συστατικών της ECM από τα χονδροκύτταρα [14].  
Επιπλέον, η ύπαρξη των παραπάνω φλεγμονωδών παραγόντων στον ΟΑ 
χόνδρο ενισχύει την παραγωγή πρωτεολυτικών ενζύμων, των μεταλλοπρωτεϊνασών 
(Matrix Metalloproteinase, MMPs), οι οποίες με τη σειρά τους προκαλούν την 
αποικοδόμηση των ινών του κολλαγόνου τύπου ΙΙ (COL2A1), του βασικού 
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συστατικού του δικτύου κολλαγόνου στον αρθρικό χόνδρο και της αγγρεκάνης 
(ACAN), της κύριας πρωτεογλυκάνης. Οι MMPs, συμμετέχουν στην αποκοπή 
υποδοχέων της κυτταρικής επιφάνειας, στην απελευθέρωση αποπτωτικών μορίων 
πρόσδεσης (FAS ligand) και στην ενεργοποίηση – απενεργοποίηση χημοκινών 
(chemokines). Οι MMPs παίζουν σπουδαίο ρόλο στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, 
τη μετανάστευση – προσκόλληση κυττάρων, την απόπτωση, τη διαφοροποίηση και 
την αγγειογένεση, ενώ εμφανίζουν και ανοσολογική δράση. Κατά την εξέλιξη της ΟΑ 
παρατηρείται ενισχυμένη ενεργοποίησή τους [15, 16]. Οι MMPs που έχουν βρεθεί ότι 
παίζουν σημαντικό ρόλο στη διάσπαση του κολλαγόνου στον ΟΑ χόνδρο είναι οι 
MMP–1, 8 και 13, με την τελευταία να είναι η πιο σημαντική, καθώς εμφανίζει 10 
φορές μεγαλύτερη συγγένεια με το κολλαγόνο ΙΙ συγκριτικά με τις υπόλοιπες [12]. Οι 
στρομελυσίνες ΜΜΡ–3 και ΜΜΡ–11 μπορούν να διασπάσουν μόρια κολλαγόνου της 
βασικής μεμβράνης, πρωτεογλυκάνες και γλυκοπρωτεϊνες, ενώ οι ζελατινάσες, 
ΜΜΡ–2 και ΜΜΡ–9 αποδομούν μόρια κολλαγόνου τύπου IV, V, VII και XI και δρουν 
πάντα σε συνεργασία με τις κολλαγενάσες [17–20]. Η σύνθεση των MMPs ρυθμίζεται 
από κυτταροκίνες και αυξητικούς παράγοντες και η λειτουργία τους αναστέλλεται 
τοπικά από ειδικούς αναστολείς, τους ιστικούς αναστολείς των μεταλλοπρωτεϊνασών 
(Tissue Inhibitor of Metalloproteinase, TIMPs). Σε φυσιολογικές καταστάσεις, η 
δράση των TIMPs είναι πιο ενισχυμένη από αυτή των MMPs, συμμετέχοντας στην 
ομοιοστασία του χόνδρου. Αντίθετα, στον ΟΑ χόνδρο, η ισορροπία μεταξύ ΜΜPs–
TIMPs διαταράσσεται, η δράση των MMPs ενισχύεται και επέρχεται ο εκφυλισμός 
του αρθρικού χόνδρου [14]. 
Σημαντικός για την αποδόμηση του χόνδρου είναι και ο ρόλος μιας άλλης 
ομάδας ενζύμων, των αγγρεκανασών, που ανήκουν στις οικογένειες των πρωτεϊνών 
ADAM (A Disintegrin–like And Metalloproteinase–like domain) και ADAMTS (A 
Disintegrin–like And Metalloproteinase–like domain plus a ThromboSpontin domain). 
Οι ADAMTSs είναι οι βασικές πρωτεϊνάσες του αρθρικού χόνδρου που διασπούν την 
κύρια πρωτεογλυκάνη της εξωκυτταρίας ουσίας, την αγγρεκάνη [21]. Στον αρθριτικό 
χόνδρο έχουν απομονωθεί δύο αγγρεκανάσες, η ADAMTS–4 και 5 που συμμετέχουν 
στην αποδόμηση του χόνδρου στα αρχικά στάδια της ΟΑ και η δράση τους σχετίζεται 
άμεσα με την εξέλιξη της νόσου [22]. 
Εκτός από την επαγωγή της έκφρασης των μεταλλοπρωτεϊνασών και των 
άλλων πρωτεϊνασών, η IL–1β και ο TNF–α αυξάνουν τη σύνθεση της 
προσταγλανδίνης Ε2 (PGE2) και την παραγωγή των οξειδίων του αζώτου επάγοντας 
τη δράση του ενζύμου που είναι υπεύθυνο για την παραγωγή τους (i NOS ή NOS2). 
Τα NO και PGΕ2  συμβάλλουν στον εκφυλισμό του αρθρικού χόνδρου επάγοντας την 
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ενεργοποίηση και παραγωγή των MMPs, εμποδίζοντας τη σύνθεση αναβολικών 
μακρομορίων όπως το κολλαγόνο και οι πρωτεογλυκάνες και οδηγώντας στην 
απόπτωση των χονδροκυττάρων [14]. Επιπλέον, η IL–1β επάγει την υπεροξείδωση 
των λιπιδίων, διαδικασία που εμφανίζει ισχυρή συσχέτιση με τον εκφυλισμό του 
αρθρικού χόνδρου [23]. Η υπεροξείδωση των λιπιδίων αναφέρεται στην οξείδωση 
των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων (PUFA) οδηγώντας στην παραγωγή αλδεϋδών 
και υδροϋπεροξειδίων, τα οποία αντιδρούν ισχυρά τόσο με τα συστατικά των 
κυττάρων όσο και με τα μόρια της εξωκυττάριας ουσίας, προωθώντας την 
αποικοδόμηση του κολλαγόνου  [23]. 
Συμπεραίνεται λοιπόν, ότι η εμφάνιση και εξέλιξη της οστεοαρθρίτιδας είναι 
αποτέλεσμα ποικίλων μορίων και μηχανισμών που συμμετέχουν στη διαταραχή 
αναβολικών και καταβολικών διεργασιών (εικόνα 7). 
 
 
Εικόνα 7: Μόρια που εμπλέκονται στα αναβολικά και καταβολικά μονοπάτια της ΟΑ άρθρωσης [14] 
 
Α.1.5 Επιδημιολογία  
Η Οστεοαρθρίτιδα, ως κυριότερη αιτία αναπηρίας του ενήλικου πληθυσμού 
παγκοσμίως, διαγιγνώσκεται στο 19 – 28% των ατόμων άνω των 45 ετών. Η 
συχνότητα εμφάνισης της νόσου ποικίλει μεταξύ των πληθυσμών εξαιτίας φυλετικών 
διαφορών, συνθηκών διαβίωσης αλλά και του ορισμού της ΟΑ στις διάφορες μελέτες. 
Το 2008, 26,9 εκατομμύρια Αμερικανών άνω των 25 ετών εμφάνιζαν κλινικά 
συμπτώματα ΟΑ σε διάφορες αρθρώσεις του σώματος, σε σχέση με τα 21 
εκατομμύρια ασθενών του 1995 [3], ενώ σύμφωνα με πιο πρόσφατα δεδομένα το 
ποσοστό αυτό ανέρχεται σε 52,5 εκατομμύρια ενηλίκων και αντιστοιχεί στο 22,7% 
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του Αμερικάνικου πληθυσμού [24]. Σύμφωνα με το Κέντρο Ελέγχου και Πρόληψης 
Ασθενειών (Centre for Disease Control and Prevention), το 80% των ασθενών με ΟΑ 
εμφανίζουν κάποιας μορφής δυσκολία στην κίνηση, ενώ το 25% αυτών έχουν 
σοβαρή δυσκολία στην εκτέλεση καθημερινών δραστηριοτήτων. Ιδιαίτερα στην 
περίπτωση της ΟΑ γόνατος, το 14% χρειάζεται βοήθεια στις συνήθεις καθημερινές 
ανάγκες και το 11% στην προσωπική φροντίδα, ενώ υπάρχει πρόβλεψη ότι έως το 
2030 το 25% των ενηλίκων στις Ηνωμένες Πολιτείες Αμερικής θα εμφανίζουν 
διεγνωσμένη ΟΑ [25]. Οι Αφροαμερικανοί φαίνεται να εμφανίζουν οστεοαρθρίτιδα με 
μεγαλύτερη συχνότητα σε σχέση με τους λευκούς, [3, 26-28] με συχνότητες οι οποίες 
ποικίλουν μεταξύ των μελετών. Στη μελέτη Johnston County, μεταξύ των ενηλίκων 
ηλικίας 45 ετών και άνω και στη μελέτη του Εθνικού Συστήματος Υγείας και 
Διατροφής (NHANES) III μεταξύ ενηλίκων 60 ετών και άνω, η εμφάνιση 
ακτινολογικών ευρυμάτων ΟΑ γόνατος στους Αφροαμερικανούς ήταν 32,4  και 52,4%, 
αντίστοιχα, ενώ στους λευκούς ήταν 26,8 και 36,2%, αντίστοιχα [3, 26, 27].  
Ειδικά για την Ελλάδα, σε μια μελέτη στο γενικό πληθυσμό της χώρας μας 
από το Ελληνικό Ίδρυμα Ρευματολογικών Ερευνών το 2006, αναφέρεται ότι η 
συνολική συχνότητα της συμπτωματικής ΟΑ, ανέρχεται στο 13,1% των ενηλίκων, 
που υπολογίζεται σε περισσότερο από 1 εκατομμύριο πάσχοντες Έλληνες. Η 
συχνότητα της νόσου αυξάνει με την ηλικία έτσι ώστε μετά τα 65 χρόνια, 3 στους 4 
Έλληνες και Ελληνίδες να πάσχουν από ΟΑ, ενώ περισσότερο από το 85% των 
ανθρώπων αυτών έχουν ακτινολογικά ευρήματα στις αρθρώσεις τους αλλά είναι 
ακόμη ασυμπτωματικοί [29]. 
 
Α.1.6 Παράγοντες κινδύνου  
Επιδημιολογικές μελέτες σε διάφορους πληθυσμούς έχουν αναδείξει μια 
σειρά παραγόντων κινδύνου για την εμφάνιση της οστεοαρθρίτιδας, οι οποίοι 
διακρίνονται σε δύο κατηγορίες, τους συστηματικούς παράγοντες που σχετίζονται με 
την εξέλιξη της νόσου και τους τοπικούς παράγοντες που επηρεάζουν την 
εμβιομηχανική της άρθρωσης [30]. Μεταξύ αυτών συγκαταλέγονται η μεγάλη ηλικία, 
το γυναικείο φύλο, η γενετική προδιάθεση, η   παχυσαρκία και η κάκωση ή η 
επαναλαμβανόμενη επαγγελματική μηχανική επιβάρυνση και καταπόνηση των 
αρθρώσεων. Η αιτιοπαθογένεια της ΟΑ αντανακλά τον πολυπαραγοντικό της 
χαρακτήρα, καθώς ο συνδυασμός πληθώρας παραγόντων, μέσω διαφόρων 
βιοχημικών και μοριακών σηματοδοτικών μονοπατιών οδηγούν στην εμφάνισή της 
(εικόνα 8).  
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Εικόνα 8: Αιτιολογικοί παράγοντες για την εμφάνιση οστεοαρθρίτιδας 
 
Α.1.6α Ηλικία 
Παρά το γεγονός πως η οστεοαρθρίτιδα δεν αποτελεί αναπόφευκτη συνέπεια 
της γήρανσης, η μεγάλη ηλικία αποτελεί έναν από τους ισχυρότερους παράγοντες 
κινδύνου για την ανάπτυξή της. Σε ηλικίες 15 – 44 το ποσοστό ανέρχεται σε 5%, 
μεταξύ 45 – 64 ετών ανέρχεται σε ποσοστό 25 – 30%, ενώ μετά την ηλικία των 65 το 
ποσοστό εμφάνισης ΟΑ φτάνει το 60% και σε κάποιους πληθυσμούς αγγίζει το 90% 
[31-33]. Ο ακριβής μηχανισμός εξαιτίας του οποίου η μεγάλη ηλικία αυξάνει την 
προδιάθεση για την εμφάνιση σοβαρών αλλοιώσεων στα στοιχεία της άρθρωσης 
είναι σε μεγάλο βαθμό άγνωστος. O αρθρικός χόνδρος με την πάροδο της ηλικίας 
εμφανίζει αλλαγές στην λειτουργία των χονδροκυττάρων και στην απόκρισή τους στις 
κυτοκίνες και στους αυξητικούς παράγοντες [34]. Επιπρόσθετα, φυσικοί και μηχανικοί 
παράγοντες που προστατεύουν την άρθρωση, όπως η μυϊκή ισχύς και η 
ιδιοδεκτικότητα, αλλοιώνονται με την πρόοδο των ετών [35]. Παρ’ όλα αυτά, φαίνεται 
ότι η αύξηση του επιπολασμού της ΟΑ με τη γήρανση είναι πολυπαραγοντική και 
περιλαμβάνει τόσο τους προαναφερθέντες μηχανισμούς, όσο και  συνδυασμό με 
άλλους παράγοντες κινδύνου ΟΑ [36, 37].  
 
Α.1.6β Φύλο 
 Μελέτες έχουν δείξει ότι η εμφάνιση της ΟΑ παγκοσμίως είναι συχνότερη στις 
γυναίκες σε σύγκριση με τους άνδρες, με τα ποσοστά εμφάνισης να ε ίναι μεγαλύτερα 
στην περίπτωση της ΟΑ γόνατος [38] (εικόνα 9). Στην Ελλάδα, και ειδικότερα στην 
Κεντρική Ελλάδα, έχει βρεθεί ότι η ΟΑ εμφανίζεται στις γυναίκες ως προς τους 
άνδρες σε αναλογία 5:1, πιθανόν λόγω της ενασχόλησης των γυναικών με τις 
αγροτικές εργασίες και την επακόλουθη επιβάρυνση των αρθρώσεων [39]. 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly





Εικόνα 9: Συνολικός επιπολασμός ΟΑ γόνατος, ισχίου, χεριού ανάλογα με το φύλο [40] 
 
Η σημαντικά αυξημένη εμφάνιση της ΟΑ στις γυναίκες, περίπου στην ηλικία 
της εμμηνόπαυσης, οδήγησε στη μελέτη της εμπλοκής των ορμονών στην εκδήλωση 
της νόσου. Σε αντίθεση με άλλους ιστούς (π.χ. ενδομήτριο, μαστός, εγκέφαλος), οι 
ιστοί της άρθρωσης παραδοσιακά θεωρούνταν ως μη αποκρινόμενοι στις αλλαγές  
των επιπέδων των οιστρογόνων. Η παρουσία των οιστρογονικών υποδοχέων α και β 
(Estrogen Receptor α και β, ERα και ERβ) στα χονδροκύτταρα παρέχει σαφείς 
ενδείξεις για το γεγονός ότι ο αρθρικός χόνδρος υπόκειται στη δράση των 
οιστρογόνων [41], ενώ η απώλεια των συγκεκριμένων ορμονών μετά την ηλικία των 
50 στις γυναίκες ελαττώνει το ρυθμό αναδιαμόρφωσης του υποχόνδριου οστού, 
συνεισφέροντας στην παθοφυσιολογία της ΟΑ [42]. Παρέχονται, λοιπόν, δεδομένα 
που υποστηρίζουν πως τα οιστρογόνα επηρεάζουν τη δραστηριότητα των ιστών της 
άρθρωσης, μέσω πολύπλοκων μοριακών σηματοδοτικών μονοπατιών [43].  
 
Α.1.6γ Γενετική προδιάθεση 
Η οστεοαρθρίτιδα, ως μία πολυπαραγοντική και προοδευτικά εξελισσόμενη 
νόσος είναι αποτέλεσμα συνδυασμού γενετικών και περιβαλλοντικών παραγόντων 
[44]. Πληθώρα δεδομένων περιγράφουν τον ισχυρό ρόλο που διαδραματίζει η 
γενετική προδιάθεση στην εκδήλωση και εξέλιξη της οστεοαρθρίτιδας, καθώς το 60% 
των περιπτώσεων ΟΑ ισχίου και χεριών και τουλάχιστον το 40% ΟΑ γόνατος 
οφείλονται στη συνεισφορά προδιαθεσικών γονιδίων [45]. Οι πρώτες μελέτες, ήδη 
από το 1960, έδειξαν ότι οι α’ βαθμού συγγενείς είχαν διπλάσιες πιθανότητες 
εμφάνισης γενικευμένης ΟΑ σε σχέση με το γενικό πληθυσμό [46], ενώ επόμενες 
μελέτες μεταξύ διδύμων έδειξαν ότι η κληρονομική συνιστώσα της ΟΑ κυμαινόταν 
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από 39 – 65% στην περίπτωση των μονοζυγωτικών διδύμων, μ’ ένα ποσοστό 
αντιστοιχίας σχεδόν 70% υψηλότερο απ’ ότι στην περίπτωση των διζυγωτικών [47]. 
Τα τελευταία χρόνια, η διερεύνηση της εμπλοκής γενετικών παραγόντων στη 
νόσο πραγματοποιείται μέσω μελετών αναλύσεων σύνδεσης, συσχέτισης 
πολυμορφισμών γονιδίων, γονιδιακής έκφρασης, καθώς και με τη βοήθεια μεγάλων 
μελετών σάρωσης του γονιδιώματος (Genome–Wide Association Scans, GWAS)  
[48]. Όσον αφορά στις μελέτες ανάλυσης σύνδεσης, πέντε μεγάλες μελέτες έχουν 
πραγματοποιηθεί μέχρι στιγμής (Φιλανδία [49], Ηνωμένο Βασίλειο [45, 50], Ισλανδία 
[51], ΗΠΑ [52, 53]),  προκειμένου να διερευνηθεί η συμμετοχή γενετικών τόπων στην 
εμφάνιση της ΟΑ [54]. Μεταξύ των γενετικών τόπων που αναδείχθηκαν στα 
χρωμοσώματα 2, 4, 6, 7, 11, 16 και Χ, το χρωμόσωμα 2 εμφάνισε θετική συσχέτιση 
σε όλες τις μελέτες [44]. Στις περιοχές αυτές εδράζονται γονίδια που κωδικοποιούν 
κυτοκίνες [44, 49, 55-57] και μόρια που ενέχονται σε σηματοδοτικά μονοπάτια 
χονδρογένεσης και ωρίμανσης των χονδροκυττάρων [58-61], τα οποία 
χρησιμοποιήθηκαν για περαιτέρω διερεύνηση σε μελέτες συσχέτισης. 
Ποικίλες μελέτες συσχέτισης έχουν πραγματοποιηθεί τόσο στον Ευρωπαϊκό 
όσο και στον Ασιατικό πληθυσμό και έχουν αναδείξει γονίδια που αυξάνουν την 
προδιάθεση για εμφάνιση και εξέλιξη της ΟΑ, πολλά από τα οποία εμπλέκονται σε 
σηματοδοτικά μονοπάτια που ευθύνονται για το σχηματισμό των δομών της 
άρθρωσης και τη διατήρηση της φυσιολογικής λειτουργίας τους  [62] [63, 64] [65] [66, 
67] [68-71] [72]. Η πλειονότητα όμως των αναφερθέντων συσχετίσεων μπορεί να 
παρέχει ψευδώς θετικά αποτελέσματα λόγω του μικρού αριθμού των εξεταζόμενων 
δειγμάτων, της μη επαναληψιμότητας της μελέτης σε μεγαλύτερο αριθμό δειγμάτων ή 
σε διαφορετικό πληθυσμό και του καθορισμού χαμηλότερου ορίου σημαντικότητας 
[73]. 
Τα περισσότερο μελετημένα γονίδια είναι ο GDF5 (Growth Differentiation 
Factor 5), το SMAD3 [62, 74], τα DOI2 και DOI3 [63, 64], η ασπορίνη (asporin) [66, 
75] και η  καλμοδουλίνη 1 (CALM1) [68-70], με τον GDF5 και το DOI2 να αποτελούν 
τα γονίδια με την ισχυρότερη συσχέτιση με την ΟΑ. Το γονίδιο GDF5 κωδικοποιεί για 
μία πρωτεΐνη, μέλος της υπεροικογένειας του αυξητικού παράγοντα 
μετασχηματισμού TGF–β (Τransforming Growth Factor β, TGF–β). Ο 
μονονουκλεοτιδικός πολυμορφισμός (single nucleotide polymorphism, SNP) 
rs143383 του γονιδίου GDF5 έχει συσχετισθεί με μια ποικιλία μυοσκελετικών 
φαινοτύπων [76] αναδεικνύοντας το σημαντικό ρόλο του πολυμορφισμού αυτού στο 
σκελετικό σύστημα. Στην ΟΑ, ο ίδιος πολυμορφισμός εμφανίζει ισχυρή συσχέτιση 
τόσο σε Ευρωπαίους, όσο και σε Ασιάτες [77-79]. Ενδιαφέρον είναι το γεγονός πως 
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στην περίπτωση του GDF5 έχουν πραγματοποιηθεί μελέτες ελέγχου 
λειτουργικότητας των συσχετιζόμενων με την ΟΑ πολυμορφισμών. Ο 
πολυμορφισμός rs143383 του γονιδίου GDF5 χαρακτηρίζεται από αντικατάσταση 
βάσης (CT) στην 5’ αμετάφραστη περιοχή του γονιδίου (5’ UTR) και έχει βρεθεί 
μειωμένη έκφραση της αντίστοιχης πρωτεΐνης στην περίπτωση του λιγότερο συχνά 
εμφανιζόμενου Τ αλληλομόρφου σε σχέση με το C [80]. Η πρωτεΐνη GDF5 είναι ένα 
μόριο της εξωκυττάριας ουσίας με αναβολικό ρόλο στο σχηματισμό των δομών της 
άρθρωσης και ο εν λόγω πολυμορφισμός δρα μειώνοντας τα επίπεδά της στο 
χόνδρο [81]. Πολύ πρόσφτα, ο Sydall και οι συνεργάτες, περιέγραψαν τέσσερις 
συμπαράγοντες (Sp1, Sp3, P15 και DEAF–1) οι οποίοι προσδένονται στις θέσεις των 
αλληλομόρφων του πολυμορφισμού rs143383 και συμβάλλουν στη διαφοροποιημένη 
έκφραση του εν λόγω γονιδίου. Αποσιώπηση και υπερέκφραση των παραγόντων 
αυτών έδειξαν ότι οι τρεις εξ’αυτών (Sp1, Sp3, και DEAF–1) αποτελούν καταστολείς 
της έκφρασης του GDF5 [82], καθώς δημιουργούν ένα σύμπλοκο ακριβώς στο 
σημείο του πολυμορφισμού rs143383 και ρυθμίζουν την έκφραση του γονιδίου με 
βάση την ύπαρξη C ή T αλληλομόρφου, ενώ η χορήγησή τους θα μπορούσε να 
αποτελέσει νέο θεραπευτικό στόχο για την αντιμετώπιση της ΟΑ. 
Στην περίπτωση του DIO2, ένας  απλότυπος που αποτελείται από το C 
αλληλόμορφο τόσο για τον πολυμορφισμό rs225014 όσο και για τον rs12885300 
φαίνεται να εμφανίζει ισχυρή συσχέτιση με την εμφάνιση ΟΑ [63]. Ο πολυμορφισμός 
rs225014 φαίνεται να είναι λειτουργικός σύμφωνα με πρόσφατα δεδομένα, καθώς η 
υπερέκφραση του C αλληλομόρφου επάγει την έκφραση του γονιδίου DIO2, η οποία 
έχει δειχθεί ότι είναι αυξημένη στον ΟΑ χόνδρο, στους συνδέσμους και στο 
υποχόνδριο οστό, προδιαθέτοντας για εμφάνιση OA, μέσω αυξημένης έκφρασης των 
καταβολικών ενζύμων MMP–13 και ADAMTS5 [83]. 
Οι μελέτες συσχέτισης γνωστών πιθανών προδιαθεσικών γονιδίων για την 
εμφάνιση ΟΑ, έχουν το πλεονέκτημα της άμεσης στόχευσης των εν λόγω γονιδίων, 
καθώς η εκάστοτε ερευνητική ομάδα, πραγματοποιεί γονοτύπηση σε μικρό αριθμό 
πολυμορφισμών προκειμένου να εξετασθεί πλήρως το κάθε γνωστό γονίδιο. Το 
βασικό μειονέκτημα αυτής της προσέγγισης, είναι ότι δεν είναι δυνατόν με το τρόπο 
αυτό να αποκαλυφθούν νέα προδιαθεσικά γονίδια. Οι μελέτες σάρωσης του 
γονιδιώματος (genome–wide association scans, GWAS) αντιμετωπίζουν το 
παραπάνω μειονέκτημα, καθώς πραγματοποιούνται σε μεγάλο αριθμό ατόμων, ενώ 
υπάρχει η δυνατότητα επανάληψης της διαδικασίας για τη διεξαγωγή ασφαλών 
αποτελεσμάτων [84]. Μέχρι σήμερα, στην ΟΑ, έχουν πραγματοποιηθεί αρκετές 
μελέτες σάρωσης του γονιδιώματος, οι οποίες έχουν αναδείξει 15 γονίδια που 
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προδιαθέτουν για εμφάνιση ΟΑ γόνατος ή ισχίου στον Ευρωπαϊκό και Ασιατικό 
πληθυσμό, με συσχετίσεις οι οποίες εμφανίζουν ευρύ επίπεδο σημαντικότητας 
(p<5×10−8) [73, 85].  
Μεταξύ αυτών, οι γενετικοί τόποι στη χρωμοσωμική θέση 13q34 κοντά στο 
γονίδιο MCF2L [86], η χρωμοσωμική θέση 7q22 [87-89], ο πολυμορφισμός rs143383 
στο γονίδιο GDF5 [79, 80, 90], ο DVWA, τα γονίδια (HLA) class II/III και BTNL2 [89, 
91] και οι γενετικοί τόποι 9q33 (ASTN2), 6q14 (FILIP1/SENP6), 12p11 
(KLHDC5/PTHLH) και 12q23 (CHST11) [92] εμφανίζουν ισχυρή συσχέτιση με ΟΑ 
γόνατος ή ισχίου. Τέλος, ο πολυμορφισμός rs12982744 στη χρωμοσωμική θέση 
19q13 στο γονίδιο DOT1L συσχετίζεται με τη στένωση του μεσαρθρίου διαστήματος 
που παρατηρείται στην ΟΑ [93] και ειδικότερα με την ΟΑ ισχίου στον ανδρικό 
πληθυσμό [94], ενώ  σύμφωνα με μετα–ανάλυση, ο λειτουργικός πολυμορφισμός στο 
γονίδιο DIO2 αυξάνει τον κίνδυνο για εμφάνιση OA με στατιστική σημαντικότητα 
p=2.02×10
–5
 [63]. Μία πολύ πρόσφατη GWAS με τη συμμετοχή 13.013 
συμμετεχόντων ανέδειξε 5 νέα γονίδια, μεταξύ των οποίων τα TGF–a, RUNX–2, 
FGFR3 και FGF3 εμφάνισαν ισχυρή συχέτιση με ΟΑ ισχίου [95]. 
Σε μία πρόσφατη μετα–ανάλυση των GWAS στην οποία συμμετείχαν 11.277 
άτομα με ραδιογραφική και συμπτωματική ΟΑ ισχίου και 67.473 υγιή άτομα, βρέθηκε 
ένας νέος πολυμορφισμός με rs6094710 στη χρωμοσωμική θέση 20q13 κοντά στο 
γονίδιο  NCOA3 (nuclear receptor coactivator 3 gene) να εμφανίζει ισχυρή συσχέτιση 
με OA ισχίου [85]. Ο μονονουκλεοτιδικός αυτός πολυμορφισμός συνίσταται σε 
αλλαγή μιας βάσης, GA, με τα άτομα που φέρουν το A αλληλόμορφο να έχουν 
περίπου 30% αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης ΟΑ ισχίου [94]. Τέλος, σε μια πρόσφατη 
μετα–ανάλυση 9 μελετών GWAS αποδείχτηκε η συσχέτιση δύο γονιδίων, COL11A1 
και VEGF, με την ΟΑ [96]. 
Μέχρι στιγμής, όπως προαναφέρθηκε, έχουν πραγματοποιηθεί μελέτες 
ελέγχου λειτουργικότητας των πολυμορφισμών των γονιδίων DIO2 και GDF5. Ο 
πολυμορφισμός rs6094710 του γονιδίου NCOA3 αποτελεί ακόμη ένα παράδειγμα 
στο οποίο πραγματοποιήθηκε έλεγχος λειτουργικότητας.  Έχει βρεθεί ότι τα επίπεδα 
έκφρασης του πιο πρόσφατα αναγνωρισμένου προδιαθεσικού γονιδίου για την 
εμφάνιση ΟΑ, του NCOA3, είναι σημαντικά μειωμένα στον ΟΑ χόνδρο σε σχέση με 
μακροσκοπικά φυσιολογικό χόνδρο απομονωμένο από την ίδια άρθρωση  [85]. Ο 
μοριακός μηχανισμός βάσει του οποίου το εν λόγω γονίδιο συνεισφέρει στην 
εμφάνιση ΟΑ δεν είναι πλήρως κατανοητός. Αποσιώπηση της έκφρασης του NCOA3  
σε μοντέλα ζώων οδήγησε σε καθυστέρηση της σκελετικής τους ανάπτυξης και σε 
δυσλειτουργία του αναπαραγωγικού συστήματος θηλυκών ποντικών, προτείνοντας 
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τη συμμετοχή του συγκεκριμένου γονιδίου στη ρύθμιση ορμονών [97], η διαταραχή 
των οποίων έχει δειχθεί να σχετίζεται με την εμφάνιση και εξέλιξη της νόσου [39].  
Σημαντικό ρόλο στη γενετική διερεύνηση της ΟΑ διαδραματίζουν και οι 
μελέτες γονιδιακής έκφρασης πληθώρας γονιδίων και ιδιαίτερα γονιδίων της 
εξωκυττάριας ουσίας ή γονιδίων που την αποικοδομούν [98]. Εκτός από τα γονίδια 
που συμμετέχουν στη σύσταση ή στην αποδόμηση της εξωκυττάριας ουσίας του 
χόνδρου, μελέτες έκφρασης πραγματοποιήθηκαν και σε γονίδια που συμμετέχουν 
στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, στη μιτοχονδριακή και κυτταροσκελετική 
λειτουργία, στη μεταγωγή ενδοκυτταρικών σημάτων, στη φλεγμονή, στην 
αγγειογένεση, αλλά στην ανάπτυξη των οστών [99] [100-105]. Ιδιαίτερα ενδιαφέρον 
είναι το γεγονός ότι πρόσφατα πραγματοποιήθηκαν πρωτεομικές αναλύσεις, οι 
οποίες ανέδειξαν έναν μεγάλο αριθμό πρωτεϊνών που διαφοροποιούνται μεταξύ ΟΑ 
και φυσιολογικού χόνδρου (εικόνα 10) [100, 106], παρέχοντας νέα δεδομένα, 
διευρύνοντας έτσι τη μελέτη των σηματοδοτικών μονοπατιών που φαίνεται να 
συμμετέχουν στην εκδήλωση και εξέλιξη της νόσου. Μεταξύ αυτών, σημαντική θέση 





Εικόνα 10: Σηματοδοτικά μονοπάτια στα οποία συμμετέχουν γονίδια με διαφοροποιημένη έκφραση 
μεταξύ ΟΑ και φυσιολογικού χόνδρου [100, 106] 
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Α.1.6δ Δείκτης μάζας σώματος 
Η εμφάνιση της οστεοαρθρίτιδας αποτελεί την πιο σημαντική επίπτωση της 
παχυσαρκίας στο μυοσκελετικό σύστημα. Σύμφωνα με τον Π.Ο.Υ, τα τελευταία 30 
χρόνια, τα περιστατικά παχυσαρκίας παγκοσμίως έχουν διπλασιαστεί, με 
περισσότερο από 1,4 δισεκατομμύρια ενήλικες να είναι υπέρβαροι [107]. Ο 
αυξημένος δείκτης μάζας σώματος (Body Mass Index, BMI > 30 kg/m2 ), κύριο 
χαρακτηριστικό της παχυσαρκίας, αυξάνει τον κίνδυνο εμφάνισης ΟΑ, καθώς 
παχύσαρκα άτομα έχουν 6,8 φορές μεγαλύτερη πιθανότητα να εκδηλώσουν ΟΑ 
χαρακτηριστικά στις αρθρώσεις τους, και ιδιαίτερα στο γόνατο, σε σχέση με άτομα 
φυσιολογικού βάρους [108]. Πρόσφατες μετα–αναλύσεις παρέχουν επιπλέον 
δεδομένα για την επίδραση του αυξημένου BMI τόσο στην ΟΑ γόνατος, όσο και στην 
ΟΑ ισχίου, υποστηρίζοντας πως για κάθε αύξηση του δείκτη μάζας σώματος κατά 
5%, ο κίνδυνος εμφάνισης ΟΑ, αυξάνεται κατά 35% [109, 110]. Μία προφανής 
εξήγηση για την ισχυρή συσχέτιση μεταξύ παχυσαρκίας και ΟΑ αρθρώσεων που 
υποβαστάζουν το βάρος του σώματος είναι η χρόνια μηχανική πίεση που ασκείται 
στις αρθρώσεις και προκαλεί αυξημένη παραγωγή φλεγμονωδών κυτοκινών και 
μορίων που προάγουν την αποδόμηση του χόνδρου [111-113]. Η μετάβαση από ένα 
φυσικό ερέθισμα (μηχανική καταπόνηση) σε μια παθολογική κατάσταση (ΟΑ), ενέχει 
τη συμμετοχή υποδοχέων ευαίσθητων σε τέτοιου είδους ερεθίσματα (π.χ. 
ιντεγκρινών) που μετατρέπουν ένα μηχανικό σήμα σε βιοχημικό με την 
απελευθέρωση μορίων που αποδομούν τα στοιχεία της άρθρωσης [114].  
Ωστόσο, η αυξημένη μηχανική καταπόνηση, δε μπορεί να δικαιολογήσει 
πλήρως τη συσχέτιση μεταξύ ΟΑ και αυξημένου βάρους σώματος. Σύμφωνα με 
πρόσφατη μετα–ανάλυση, άτομα με αυξημένο σωματικό βάρος έχουν 2 φορές 
μεγαλύτερη πιθανότητα να εμφανίσουν ΟΑ χεριών, αρθρώσεων που δεν 
υποβαστάζουν το βάρος του σώματος, σε σχέση με μη παχύσαρκα άτομα [115]. 
 Παρά την ισχυρή συσχέτιση του αυξημένου BMI με την εμφάνιση ΟΑ, η 
παχυσαρκία αποτελεί έναν ευμετάβλητο παράγοντα κινδύνου για τη νόσο [116], ενώ 
αξιοσημείωτο είναι το γεγονός πως ιδιαίτερα ωφέλιμη για τη βελτίωση της 
κατάστασης ΟΑ ασθενών είναι η απώλεια σωματικού λίπους και όχι σωματικού 
βάρους [117]. Όλα τα παραπάνω δεδομένα, ενισχύουν την ύπαρξη ισχυρής 
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Α.2 Η ΟΣΤΕΟΑΡΘΡIΤΙΔΑ ΚΑΙ Η ΔΙΑΤΑΡΑΧH ΤΟΥ ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜOY ΤΩΝ 
ΛΙΠΙΔIΩΝ: ΜΕΤΑΒΟΛΙΚH ΟΣΤΕΟΑΡΘΡIΤΙΔΑ 
Η οστεοαρθρίτιδα, σύμφωνα με όσα προαναφέρθηκαν, είναι μία ετερογενής 
και πολυπαραγοντική νόσος, με γενετικές, μηχανικές και περιβαλλοντικές 
συνιστώσες να οδηγούν στην αποδόμηση του αρθρικού χόνδρου. Πρόσφατες 
μελέτες που επικεντρώθηκαν στην παθοφυσιολογία της ΟΑ, παρέχουν δεδομένα για 
την εμφάνιση διακριτών φαινοτύπων που χαρακτηρίζουν  την ασθένεια, με το 
μεταβολικό φαινότυπο να κατέχει σημαντικό ρόλο [118]. 
Το Μεταβολικό Σύνδρομο (Metabolic Syndrome, MetS), είναι ένα επικίνδυνο 
οργανικό σύνδρομο που χαρακτηρίζεται από ένα σύνολο επιμέρους μεταβολικών 
διαταραχών τα οποία αυξάνουν τον κίνδυνο για εμφάνιση καρδιαγγειακών 
νοσημάτων και περιλαμβάνει την υπέρταση, τη δυσλιπιδαιμία, το διαβήτη τύπου ΙΙ και 
την παχυσαρκία [119]. Έχουν οριστεί διάφορα κριτήρια για το χαρακτηρισμό του 
μεταβολικού συνδρόμου, ενώ η ΟΑ μπορεί να σχετίζεται με καθένα από τα 




Εικόνα 11: Συσχέτιση ΟΑ με το ΜetS ως σύνολο και με τα χαρακτηριστικά του ξεχωριστά [120] 
 
Α.2α Παχυσαρκία και Οστεοαρθρίτιδα 
Πολλές είναι οι επιδημιολογικές μελέτες που συσχετίζουν την ΟΑ κάτω άκρων 
με την παχυσαρκία [6, 121-123]. Τα παχύσαρκα άτομα εμφανίζουν αυξημένη 
πιθανότητα εμφάνισης συμπτωματικής ή ακτινολογικής ΟΑ και στα δύο κάτω άκρα 
[6, 122], με την παχυσαρκία να συσχετίζεται με αυξημένη σοβαρότητα ΟΑ γόνατος 
[6], ενώ συσχετίσθηκε και με την εμφάνιση ΟΑ ισχίου, με τους ασθενείς που 
εμφάνιζαν αυξημένο BMI να είναι πιθανότερο να υποβληθούν σε ολική 
αρθροπλαστική [124]. Εκτός όμως από τη συσχέτιση της αυξημένης μάζας σώματος 
με την ΟΑ σε αρθρώσεις που υποβαστάζουν το βάρος του σώματος, αξιοσημείωτη 
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είναι η ισχυρή σχέση παχυσαρκίας και ΟΑ σε αρθρώσεις που δεν υποβαστάζουν το 
βάρος του σώματος, όπως τα χέρια, σύμφωνα με πρόσφατη μετα–ανάλυση [115]. 
Τα ακριβή μεταβολικά μονοπάτια μέσω των οποίων η παχυσαρκία συμβάλλει 
στην αποδόμηση του αρθρικού χόνδρου είναι σε μεγάλο βαθμό άγνωστα. Πιστεύεται 
ότι περιλαμβάνουν τη μη φυσιολογική έκφραση αντιποκινών, των ορμονικών δηλαδή 
μορίων τα οποία κατά κύριο λόγο παράγονται από το λιπώδη ιστό, που οδηγούν στη 
διαταραχή της ομοιοστασίας όλων των στοιχείων της άρθρωσης, 
συμπεριλαμβανομένου του αρθρικού χόνδρου, του υμένα και του οστού [125].  
Η λεπτίνη και η αντιπονεκτίνη αποτελούν τις σημαντικότερες αντιποκίνες [126] 
και οι υποδοχείς τους εκφράζονται τόσο στην επιφάνεια των χονδροκυττάρων [127], 
όσο και σε αυτή των οστεοβλαστών και του υποχόνδριου οστού [128], με τα επίπεδα 
έκφρασης και των δύο να είναι σημαντικά αυξημένα στους ΟΑ ασθενείς [129]. Όσον 
αφορά στο ρόλο της αντιπονεκτίνης στις παθήσεις των αρθρώσεων, έχουν 
αναφερθεί τόσο προφλεγμονώδεις όσο και αντιφλεγμονώδεις δράσεις της [125], ενώ 
η λεπτίνη έχει δειχθεί ότι αυξάνει τα επίπεδα έκφρασης αποικοδομητικών ενζύμων 
(MMPs και ΝΟ), όπως επίσης και την παραγωγή προφλεγμονωδών κυτοκινών [127, 
130-132]. Τα επίπεδα των αντιποκινών στους παχύσαρκους ασθενείς 
διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην εξέλιξη της ΟΑ, μέσω του βιοχημικού 
πειβάλλοντος που δημιουργεί η παχυσαρκία στο οποίο προφανώς τα 
χονδροκύτταρα αδυνατούν να ανταποκριθούν [133]. Χαρακτηριστικό είναι ότι τα 
χονδροκύτταρα των παχύσαρκων ασθενών εμφανίζουν διαφορετική απόκριση στη 
λεπτίνη σε σχέση με τους ασθενείς φυσιολογικού βάρους [134]. Σύμφωνα με μία 
πρόσφατη μελέτη, η σημαντική μείωση σωματικού βάρους στους ασθενείς με ΟΑ 
γόνατος, είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση των κυκλοφορούντων επιπέδων της 
λεπτίνης και την αύξηση των επιπέδων της αντιπονεκτίνης [135]. 
Μια πρόσφατη μελέτη σε ποντίκια ανέδειξε έναν πιθανό ρόλο του 
μεταβολισμού της λιποπρωτεΐνης υψηλής πυκνότητας (High Density Lipoprotein–
HDL) στην παθοφυσιολογία της ΟΑ καθώς αλλαγές στη μεταβολική οδό της HDL σε 
συνδυασμό με διατροφή πλούσια σε λιπαρά, βρέθηκε να προδιαθέτουν για την ΟΑ 
του γόνατος [136]. Στοιχεία από το Εθνικό Σύστημα Υγείας και Διατροφής 
αναδεικνύουν παράγοντες κινδύνου για εμφάνιση καρδιο–μεταβολικών διαταραχών 
και ΟΑ γόνατος, οι οποίοι διαφέρουν ανάλογα με το φύλο και το σωματικό βάρος 
[137]. Σε μία μελέτη ενηλίκων χωρίς κλινικά διεγνωσμένη ΟΑ γόνατος, το σωματικό 
λίπος συσχετίστηκε με αυξημένη αποδόμηση του χόνδρου και με αλλοιώσεις του 
μυελού των οστών (BMLs), χαρακτηριστικά της πρώιμης ΟΑ γόνατος [138].  
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Α.2β Υπέρταση και Οστεοαρθρίτιδα 
Αρκετές είναι οι μελέτες που υποστηρίζουν την ύπαρξη ισχυρής σχέσης 
μεταξύ υπέρτασης και οστεοαρθρίτιδας [139, 140]. Δεδομένου ότι η υπέρταση και η 
παχυσαρκία είναι αλληλένδετες, η ερμηνεία των αποτελεσμάτων διαφόρων μελετών 
έχει αμφισβητηθεί [141]. Για το λόγο αυτό, απαιτείται προσαρμογή του δείκτη μάζας 
σώματος κατά την πραγματοποίηση σχετικών μελετών, ώστε να ληφθούν ισχυρά 
δεδομένα αποκλειστικής συσχέτισης υπέρτασης – ΟΑ, ανεξαρτήτως παχυσαρκίας. 
Στη μελέτη Chingford [142], η υπέρταση συσχετίστηκε με την αμφοτερόπλευρη ΟΑ 
γόνατος σε γυναίκες ανεξάρτητα από την παχυσαρκία, ενισχύοντας την άποψη για τη 
συμμετοχή μεταβολικών παραγόντων στην αιτιολογία της ΟΑ. Σε μία πιο πρόσφατη 
μελέτη υπήρξε συσχέτιση υπέρτασης και εξέλιξης της ΟΑ ανεξάρτητα από άλλους 
προδιαθεσικούς παράγοντες [143], ενώ ταυτόχρονη παρουσία παχυσαρκίας και 
υπέρτασης, συγκρινόμενη με πληθυσμό ατόμων που δεν είχε κανένα από τα δύο 
χαρακτηριστικά, οδήγησε σε αυξημένη επίπτωση στην ΟΑ χεριών σύμφωνα με τη 
μελέτη Rotterdam [144]. 
Οι διαθέσιμες ενδείξεις που είναι σε θέση να ερμηνεύσουν τη σχέση μεταξύ 
υπέρτασης και οστεοαρθρίτιδας είναι περιορισμένες, με την επικρατέστερη να 
περιλαμβάνει την ισχαιμία που εντοπίζεται στο υποχόνδριο οστό και οφείλεται σε 
μειωμένη αιματική ροή στα αγγεία του [145, 146]. Η επακόλουθη μείωση της 
διαθεσιμότητας των θρεπτικών συστατικών και του οξυγόνου μπορεί να επηρεάσει 
την ομοιοστασία τόσο του υποχόνδριου οστού όσο και του υπερκείμενου αρθρικού 
χόνδρου, ενώ η ισχαιμία μπορεί να οδηγήσει σε αυξημένη απόπτωση των 
οστεοκυττάρων του υποχόνδριου οστού [120].  
 
Α.2γ Διαβήτης τύπου ΙΙ και Οστεοαρθρίτιδα 
Η πρώτη μελέτη που ανέδειξε τη συσχέτιση της ΟΑ με  το διαβήτη 
δημοσιεύτηκε το 1961 [147], ενώ μέχρι σήμερα, αρκετές μελέτες ισχυροποίησαν τη 
σχέση αυτή. Πιο συγκεκριμένα, στην Ιαπωνική Έρευνα για Οστεοαρθρίτιδα/ 
Οστεοπόρωση (ROAD study) υπήρξε σημαντική συσχέτιση μεταξύ της δυσανεξίας 
στη γλυκόζη και της ανάπτυξης και εξέλιξης ακτινογραφικών χαρακτηριστικών  
οστεοαρθρίτιδας γόνατος [143, 148]. Επιπλέον, σε μια πρόσφατη μελέτη σε 1.000 
ασθενείς που αποτέλεσαν αντικείμενο παρακολούθησης για 20 έτη, ο διαβήτης 
τύπου ΙΙ ήταν ένας σημαντικός παράγοντας κινδύνου για εμφάνιση σοβαρής 
οστεοαρθρίτιδας ανεξάρτητα από την ηλικία και το BMI [149]. 
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Α.2δ Δυσλιπιδαιμία και Οστεοαρθρίτιδα 
Η δυσλιπιδαιμία και τα επίπεδα της χοληστερόλης έχουν επίσης αξιολογηθεί 
ως προς τις επιπτώσεις τους σχετικά με τον κίνδυνο εμφάνισης οστεοαρθρίτιδας. Στη 
μελέτη Chingford, αυξημένα επίπεδα χοληστερόλης στον ορό συσχετίσθηκαν με 
οστεοαρθρίτιδα γόνατος και χεριού ανεξάρτητα από το BMI [142], ενώ η 
υπερχοληστερολαιμία συνδέθηκε με την οστεοαρθρίτιδα και σε άλλες μελέτες [150, 
151]. Είναι ενδιαφέρον ότι στις γυναίκες που ήταν ελεύθερες ΟΑ συμπτωμάτων κατά 
την έναρξη της μελέτης, η συνύπαρξη υπερχοληστερολαιμίας και  
υπερτριγλυκεριδαιμίας σχετίστηκε με την παρουσία υποχόνδρινων οστικών 
αλλοιώσεων, ορατών με μαγνητική τομογραφία δύο χρόνια αργότερα [152]. Τα 
δεδομένα των επιδημιολογικών μελετών επιβεβαιώθηκαν από μελέτες σε ζωικά 
μοντέλα. Σε γενετικά τροποποιημένα ποντίκια που εμφάνισαν δυσλιπιδαιμία και 
διαταραχές στο μεταβολισμό της HDL, αναπτύχθηκε οστεοαρθρίτιδα γόνατος παρόλο 
που δεν υπήρχε αύξηση του σωματικού βάρους σε σύγκριση με φυσιολογικούς 
ποντικούς [136]. 
Επιπλέον, έχει αναφερθεί πρώιμη εναπόθεση λιπιδίων στο χόνδρο και πιο 
συγκεκριμένα στα χονδροκύτταρα [153], ενώ τα επίπεδα των ολικών λιπαρών οξέων 
στα ΟΑ χονδροκύτταρα αυξάνονται σημαντικά σε σχέση με τα φυσιολογικά, 
αντικατοπτρίζοντας τη σοβαρότητα της βλάβης του χόνδρου [154].  
 
Α.2ε Μεταβολικό Σύνδρομο και Οστεοαρθρίτιδα 
Εκτός από τις παραπάνω μελέτες που συσχετίζουν την ΟΑ με καθένα από τα 
χαρακτηριστικά του MetS ξεχωριστά, αρκετές είναι οι έρευνες που συσχετίζουν την 
ΟΑ με το MetS συνολικά, ισχυροποιώντας τις προαναφερθείσες συσχετίσεις. 
Στη μελέτη του Εθνικού Συστήματος Υγείας και Διατροφής NHANES III στο 
γενικό πληθυσμό των Η.Π.Α, το μεταβολικό σύνδρομο εμφανίζεται με σημαντικά 
μεγαλύτερη συχνότητα στους ΟΑ ασθενείς [140], ενώ η συνύπαρξη δύο ή 
περισσότερων χαρακτηριστικών του στο ίδιο άτομο, οδηγεί σε προοδευτικά 
αυξανόμενη πιθανότητα εμφάνισης γενικευμένης ΟΑ, σύμφωνα με τη μελέτη ROAD 
[143]. Επιπλέον, η ταυτόχρονη παρουσία παχυσαρκίας και δύο τουλάχιστον ακόμα 
χαρακτηριστικών του MetS, αυξάνει την πιθανότητα εμφάνισης ΟΑ γόνατος στις 
γυναίκες σε σχέση με την παχυσαρκία μόνο [155], ενώ παρόμοια επίπτωση φαίνεται 
να έχει η παχυσαρκία σε συνδυασμό με την υπέρταση και το διαβήτη στην ΟΑ 
χεριών [144]. Σε μια ακόμη μελέτη στην οποία συμμετείχαν 1350 Ρώσοι ασθενείς με 
ΟΑ, το 62,56% αυτών διαγνώσθηκε με Μεταβολικό Σύνδρομο [156].  
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Η ισχυρή συσχέτιση της ΟΑ με το MetS αναδεικνύει την ανάγκη διερεύνησης 
της πιθανής σχέσης της ΟΑ με τις κλινικές επιπτώσεις του μεταβολικού συνδρόμου, 
την αθηρωμάτωση και την καρδιαγγειακή θνησιμότητα. Μια μελέτη έδειξε συσχέτιση 
οστεοαρθρίτιδας χεριού και αθηρωμάτωσης των καρωτιδικών αρτηριών ή με 
αποτιτανώσεις της στεφανιαίας αρτηρίας [157], ενώ το πάχος του τοιχώματος της 
ιγνυακής αρτηρίας ήταν μεγαλύτερο σε ασθενείς με γενικευμένη οστεοαρθρίτιδα σε 
σχέση με φυσιολογικά άτομα [158]. Οι γυναίκες με ΟΑ γόνατος ή ισχίου [159] και οι 
άνδρες με ΟΑ χεριών [160] εμφανίζουν αυξημένη θνησιμότητα η οποία αποδίδεται 
κατά κύριο λόγο στην εμφάνιση καρδιαγγειακών νοσημάτων και είναι ευθέως 
ανάλογη της έκτασης της ακτινολογικής οστεοαρθριτικής βλάβης (αριθμός 
προσβεβλημένων αρθρώσεων).  
Όλες οι παραπάνω ισχυρές επιδημιολογικές μελέτες υποστηρίζουν το 
σημαντικό ρόλο των μεταβολικών παραγόντων στην οστεοαρθρίτιδα και πληθώρα 
πειραματικών δεδομένων υποδεικνύουν ότι ο διαβήτης, η δυσλιπιδαιμία και η 
υπέρταση είναι δυνατόν να προωθούν τη βλάβη των αρθρώσεων, ανεξαρτήτως της 
παχυσαρκίας. Είναι ενδιαφέρον, ότι πολλά κοινά μόρια φαίνεται να εμπλέκονται τόσο 
στην παθοφυσιολογία της οστεοαρθρίτιδας όσο και στις μεταβολικές διαταραχές, 
αναδεικνύοντας την ΟΑ ως το πέμπτο χαρακτηριστικό του μεταβολικού συνδρόμου 
[120, 141] (εικόνα 12).  
 
 
Εικόνα 12: Η ΟΑ ως μέρος του ΜetS μαζί με την παχυσαρκία, την υπέρταση, τη δυσλιπιδαιμία και το 
διαβήτη 
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Α.3 O ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜOΣ ΤΩΝ ΛΙΠΙΔIΩΝ ΣΕ ΚΥΤΤΑΡΙΚO ΕΠIΠΕΔΟ  
Ο αρθρικός χόνδρος όπως έχει ήδη αναφερθεί, είναι ένας συμπαγής ιστός 
που στερείται αγγείωσης και όλες οι λειτουργίες του γίνονται σε περιβάλλον με 
χαμηλή συγκέντρωση οξυγόνου. Συνεπώς, τα χονδροκύτταρα είναι προσαρμοσμένα 
σε υποξικές συνθήκες και εμφανίζουν ενισχυμένη αναερόβια γλυκόλυση και μειωμένη 
οξειδωτική φωσφορυλίωση. Σύμφωνα με πρόσφατες μελέτες, τα ενήλικα 
χονδροκύτταρα είναι μεταβολικά ενεργά και μεταξύ των δραστηριοτήτων τους 
περιλαμβάνονται η μεταφορά της γλυκόζης, η έξοδος της χοληστερόλης καθώς και ο 
μεταβολισμός των λιπιδίων (χοληστερόλης και λιπαρών οξέων), διαδικασίες που 
σχετίζονται όχι μόνο με τη διατήρηση της φυσιολογικής ομοιοστασίας του χόνδρου 
αλλά και με την παθοφυσιολογία της ΟΑ [161]. 
Η χοληστερόλη αποτελεί βασικό συστατικό των κυτταρικών μεμβρανών, 
απαραίτητο για την ομαλή κυτταρική λειτουργία, και διαδραματίζει σημαντικό ρόλο σε 
συγκεκριμένες διεργασίες κατά την εμβρυονική ανάπτυξη μέσω τροποποίησης των 
πρωτεϊνών Hedgehog, που εμπλέκονται στην ρύθμιση της αύξησης των οστών και 
της χονδρογένεσης στην αυξητική πλάκα. Αναδεικνύεται λοιπόν ως σημαντικός 
ρυθμιστής της φυσιολογικής εμβρυογένεσης των σπονδυλωτών [162, 163].   
Τα περισσότερα είδη κυττάρων καλύπτουν τις ανάγκες τους σε χοληστερόλη 
μέσω ενδογενούς σύνθεσης, ενώ ορισμένα κύτταρα, όπως τα μακροφάγα και τα λεία 
μυϊκά κύτταρα των αγγείων, αποκτούν επίκτητους μηχανισμούς ενδοκυττάρωσης 
τροποποιημένων λιποπρωτεϊνών, όπως η οξειδωμένη LDL χοληστερόλη, με αρχικό 
στόχο την προστασία του επιθηλίου από επιβλαβείς τροποποιημένες λιποπρωτεΐνες. 
Τα υψηλά επίπεδα ελεύθερης χοληστερόλης ευθύνονται για την διαταραχή της 
λειτουργίας σηματοδοτικών πρωτεϊνών που εδράζονται στην κυτταρική μεμβράνη, 
ενώ είναι καθολικά αποδεκτό ότι η ενδοκυττάρια συσσώρευση χοληστερόλης 
συμβαίνει μόνο σε κύτταρα τα οποία έχουν την ικανότητα να προσλαμβάνουν 
τροποποιημένες λιποπρωτεΐνες μέσω υποδοχέων σάρωθρων (scavenger–type 
receptor), όπως ο LOX1 [164]. Η ελεύθερη συσσωρευμένη χοληστερόλη στο 
εσωτερικό των κυττάρων κρυσταλλοποιείται, με αποτέλεσμα τη δημιουργία 
οξυστερολών και την πυροδότηση αποπτωτικών μονοπατιών, γεγονός τοξικό για τα 
κύτταρα [165] (εικόνα 13). Για το λόγο αυτό, είναι απαραίτητη η αυστηρή ρύθμιση 
των μηχανισμών εισόδου, σύνθεσης και εξόδου της περίσσειας της από τα κύτταρα.  
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Εικόνα 13: Η LDL χοληστερόλη (κίτρινοι κύκλοι) μεταφέρεται μέσω ειδικών υποδοχέων (Υ σχήματος) 
εντός του κυττάρου και οι υποδοχείς επιστρέφουν στην μεμβράνη (μέσω του recycling endosome). Η 
χοληστερόλη η οποία συντίθεται από το κύτταρο στο ενδοπλασματικό δίκτυο (endoplasmic reticulum, 
ER) μεταφέρεται εκτός κυττάρου μέσω του συστήματος Golgi. Η πλεονάζουσα χοληστερόλη 
εστεροποιείται [165]. 
 
Α.3.1 Ενδοκυττάρια σύνθεση χοληστερόλης 
Ο ρόλος του μεταγραφικού παράγοντα SREBP–2 (Sterol Regulatory Element–
Binding Protein 2) και του γονιδίου – στόχου του HMGCR (3–hydroxy–3–
methyl–glutaryl–CoA reductase) 
Τα SREBPs (Sterol Regulatory Element–Binding Proteins) είναι μεταγραφικοί 
παράγοντες με συντηρημένες αλληλουχίες από τις ζύμες έως και τον άνθρωπο και 
αποτελούν βασικούς ρυθμιστές της έκφρασης γονιδίων που είναι υπεύθυνα για τη 
διατήρηση της ισορροπίας του μεταβολισμού των λιπιδίων στα κύτταρα [166]. 
Αποτελούνται από 4 επικράτειες: δύο διαμεμβρανικές περιοχές, ένα αμινοτελικό 
(NH2–terminal) και ένα καρβοξυτελικό άκρο (COOH–terminal), με τα δύο άκρα να 
έχουν μέγεθος περίπου 500 αμινοξέα το καθένα [167]. Διαθέτουν δύο δομικά μοτίβα 
μέσω των οποίων αλληλεπιδρούν με το DNA, ένα «φερμουάρ» λευκίνης (leucine 
zipper) και το μοτίβο έλικα – βρόχος – έλικα (helix–loop–helix), ενώ έχουν διπλή 
ειδικότητα πρόσδεσης στο DNA καθώς αναγνωρίζουν τόσο την αλληλουχία ενός E 
box (5'–CANNTG–3') όσο και την επαναλαμβανόμενη αλληλουχία ενός ρυθμιστικού 
στοιχείου πρόσδεσης στερολών (SRE) (5'–TCACNC–CAC–3') [168] στα γονίδια –
στόχους τους (εικόνα 14).  
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Εικόνα 14: Διαγραμματική απεικόνιση των στοιχείων της πρόδρομης και της πυρηνικής μορφής των 
πρωτεϊνων SREBPs 
 
Στα θηλαστικά υπάρχουν 2 γονίδια, το SREBP–1 και το SREBP–2, τα οποία 
κωδικοποιούν 3 διαφορετικές πρωτεΐνες. Οι δύο ισομορφές του SREBP–1, οι 
πρωτεΐνες SREBP–1a και SREBP–1c, κωδικοποιούνται από το γονίδιο SREBP–1, 
ενώ η πρωτεΐνη SREBP–2 κωδικοποιείται από το γονίδιο SREBP–2. Η ανθρώπινη 
πρωτεΐνη SREBP–1a αποτελείται από 1147 αμινοξέα και είναι κατά 47% όμοια με 
την ανθρώπινη πρωτεΐνη SREBP–2 η οποία αποτελείται από 1141 αμινοξέα και 
αποτελεί τον κύριο ρυθμιστή του μεταβολισμού της χοληστερόλης [169]. Η πρωτεΐνη  
SREBP–1c, η οποία εκφράζεται στους περισσότερους ιστούς, διαθέτει ασθενέστερη 
μεταγραφική ικανότητα από την SREBP–1a εξαιτίας της μικρότερης αμινοτελικής 
περιοχής που διαθέτει, ενώ και οι δύο ρυθμίζουν κυρίως το μεταβολισμό των 
λιπαρών οξέων και των τριγλυκεριδίων [167] (εικόνα 15).  
 
 
Εικόνα 15: Διαγραμματική απεικόνιση των πρωτεϊνών SREBP–1a, SREBP–1c και SREBP–2 [167] 
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Παρά τους διακριτούς ρόλους τους στο μεταβολισμό των λιπιδίων, και τα 3 
SREBPs συντίθενται ως μεγάλες πρόδρομες ανενεργές πρωτεΐνες και  
βρίσκονται αγκυστρωμένες στη μεμβράνη του ενδοπλασματικού δικτύου (ER) μέσω 
των δύο διαμεμβρανικών περιοχών που διαθέτουν. Στο ER, η καρβοξυτελική 
περιοχή (COOH terminal domain) των SREBPs αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη SCAP 
(SREBP–cleavage–activating protein) η οποία λειτουργεί ως «αισθητήρας» της 
επάρκειας λιπιδίων στο εσωτερικό των κυττάρων [170]. Η πρωτεΐνη SCAP διαθέτει 
δύο διακριτές επικράτειες. Η αμινοτελική περιοχή της αποτελείται από οκτώ 
διαμεμβρανικές έλικες οι οποίες περιλαμβάνουν και την περιοχή «αισθητήρα των 
στερολών» (sterol–sensing domain, SSD). Η περιοχή αυτή είναι όμοια με αντίστοιχη  
αλληλουχία άλλων πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν με στερόλες, όπως είναι οι: HMG 
CoA reductase (HMGCR), η πρωτεΐνη Niemann–Pick C1 και η πρωτεΐνη Patched. Η 
καρβοξυτελική περιοχή της SCAP αποτελείται από πέντε επαναλαμβανόμενες 
αλληλουχίες των 40 αμινοξέων η καθεμία, υπεύθυνες για τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ 
πρωτεϊνών [167].  
Απουσία λιπιδίων, η πρωτεΐνη SCAP μεταφέρει τα SREBPs από το ER στο 
σύμπλεγμα Golgi όπου γίνεται η επεξεργασία τους από 2 πρωτεάσες, την πρωτεάση 
θέσης 1 (S1P)  και την πρωτεάση θέσης 2 (S2P), με αποτέλεσμα την απελευθέρωση 
της ώριμης μορφής των SREBPs. Αυτά τα μεταγραφικά ενεργά τμήματα των 
SREBPs μεταφέρονται στον πυρήνα όπου και προσδένονται στους υποκινητές των 
γονιδίων – στόχων τους, συμπεριλαμβανομένων και γονιδίων που ενέχονται στη 
σύνθεση και στο μεταβολισμό της χοληστερόλης, και επάγουν την έκφρασή τους 
[171] (εικόνα 16). 
 
 
Εικόνα 16: Η πρωτεΐνη SCAP μεταφέρει τα SREBPs από το ER στο σύμπλεγμα Golgi όπου γίνεται η 
επεξεργασία τους από 2 πρωτεάσες και η ώριμη μορφή μεταφέρεται στον πυρήνα [171] 
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Όταν η χοληστερόλη συσσωρεύεται στη μεμβράνη του ER, το σύμπλοκο 
Scap/SREBP συγκρατείται στο ER, η πρωτεολυτική ενεργοποίηση των SREBPs 
διακόπτεται και η έκφραση των γονιδίων – στόχων τους μειώνεται. Έτσι, η ποσότητα 
της χοληστερόλης στα κύτταρα ελέγχεται από ένα αυστηρά ρυθμιζόμενο σύστημα 
[171]. Αυτό το ρυθμιστικό σύστημα εκτείνεται πέρα από τα SREBPs και περιλαμβάνει 
τον έλεγχο της έκφρασης του σημαντικότερου γονιδίου–στόχου του SREBP–2, την 
αναγωγάση του μεβαλονικού οξέος (3–hydroxy–3–methyl–glutaryl–CoA reductase, 
HMGCR). Πρόκειται για ένα ένζυμο που καταλύει το κυριότερο στάδιο στο μονοπάτι 
σύνθεσης χοληστερόλης (εικόνα 17), το οποίο επίσης ελέγχεται από πρωτεόλυση 





Εικόνα 17: Το μονοπάτι σύνθεσης χοληστερόλης με το HMGCR να καταλύει το σημαντικότερο 
βιοσυνθετικό στάδιο [170] 
 
Αναλυτικότερα, η δράση της πρωτεΐνης SCAP ελέγχεται από τις πρωτεΐνες 
Insigs (Insig–1 και Insig–2), οι οποίες εντοπίζονται στη μεμβράνη του ER και 
αλληλεπιδρούν τόσο με την SCAP, όσο και με το HMGCR με τρόπο που εξαρτάται 
από την παρουσία στερολών. Παρουσία υψηλών επιπέδων χοληστερόλης, οι 
πρωτεΐνες Insigs λειτουργούν ως αρνητικοί ρυθμιστές της ενεργοποίησης των 
SREBPs, καθώς προωθείται η δημιουργία σταθερού συμπλόκου Insig/Scap/SREBP 
στο ER. Όταν τα επίπεδα της χοληστερόλης μειώνονται, το σύμπλοκο Scap/SREBP 
αποσπάται από την Insig–1 και απομακρύνεται από το ER, ενώ η Insig–1 
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αποικοδομείται άμεσα [172]. Όσον αφορά στο ένζυμο HMGCR, έχει δειχθεί ότι η 
λανοστερόλη, η πρώτη ενδιάμεση στερόλη στο μονοπάτι σύνθεσης της 
χοληστερόλης είναι αυτή που ρυθμίζει την έκφρασή του κατά εξαρτώμενο από την 
Insig–1 τρόπο, προκαλώντας ουβικιτινίωση και αποικοδόμηση της HMGCR ώστε να 




Εικόνα 18: Ρύθμιση του μεταβολισμού της χοληστερόλης σε περιπτώσεις υψηλών (high sterols) και 
χαμηλών (low sterols) επιπέδων χοληστερόλης [173] 
 
 
Α.3.2 Ρύθμιση των SREBPs μέσω ενδοκυττάριων σηματοδοτικών μονοπατιών 
Η συμπεριφορά του συμπλόκου Insig/Scap/SREBP ως απόκριση στα 
ενδοκυττάρια επίπεδα των λιπιδίων δεν αποτελεί το μόνο ρυθμιστικό μηχανισμό που 
ευθύνεται για την ενεργοποίηση ή μη των γονιδίων που ενέχονται στη σύνθεση και 
στο μεταβολισμό της χοληστερόλης. Πολλές μελέτες υποστηρίζουν την ύπαρξη 
επιπρόσθετων σημάτων, επαγόμενων από την ινσουλίνη και από αυξητικούς 
παράγοντες στη μεταγραφική ρύθμιση ή/και στη μετα–μεταγραφική ωρίμανση και 
σταθερότητα των SREBPs [174-176]. 
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Α.3.2α Τα SREBPs και οι κινάσες PI3K και Akt (PI3Κ/Akt σηματοδοτικό 
μονοπάτι)  
Παραδοσιακά θεωρούνταν ότι η χοληστερόλη και οι οξυστερόλες, τα 
παράγωγά της, αποτελούσαν τους μόνους ρυθμιστές του σηματοδοτικού μονοπατιού 
Scap/SREBP. Την τελευταία δεκαετία όμως, σημαντικό ρόλο στην παραπάνω 
ρύθμιση φαίνεται να διαδραματίζουν οι κινάσες PI3K και Akt [177]. Οι κινάσες PI3K 
παράγουν 3–φωσφορυλιωμένα φωσφοϊνοσιτιδικά λιπίδια τα οποία μεταδίδουν 
ενδοκυττάρια σήματα μέσω πρόσδεσης σε διάφορες πρωτεΐνες–ενεργοποιητές. Τα 
γονίδια των κινασών στα θηλαστικά διαθέτουν 8 καταλυτικές και 6 ρυθμ ιστικές 
υπομονάδες και χωρίζονται σε 3 κατηγορίες (Ι, ΙΙ και ΙΙΙ), με την κατηγορία Ι να είναι η 
καλύτερα μελετημένη [178] και να χωρίζεται με τη σειρά της σε δύο υποκατηγορίες, 
την IA και την IB. Τα ένζυμα της υποκατηγορίας IA αποτελούνται από μία p110 (α, β 
ή δ) καταλυτική υπομονάδα ενωμένη με μια ρυθμιστική υπομονάδα με ενεργότητα 
κινάσης τυροσίνης και Ras, ενώ τα ένζυμα της υποκατηγορίας IB αποτελούνται από 
μία p110γ καταλυτική υπομονάδα ενωμένη με μία p101 ρυθμιστική υπομονάδα με 




Εικόνα 19: Καταλυτικές και ρυθμιστικές PI3K υπομονάδες των θηλαστικών [179] 
 
Η πρωτεΐνη Akt, με ενεργότητα κινάσης σερίνης–θρεονίνης (serine/threonine 
kinase) αποτελεί τη σημαντικότερη πρωτεϊνική κινάση που ενέχεται τόσο σε 
φυσιολογικές διαδικασίες, όσο και στην παθοφυσιολογία πολλών ασθενειών [177, 
180]. Σε συνδυασμό με την λιπιδική κινάση PI3K που βρίσκεται ανοδικά της, 
ρυθμίζουν την κυτταρική ομοιόσταση ως απόκριση σε εξωκυττάρια σήματα – 
ερεθίσματα. Οι αυξητικοί παράγοντες είναι οι συνηθέστεροι ενεργοποιητές των 
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κινασών αυτών. Στη συνέχεια, η PI3K μετατρέπει τη διφωσφορική μεμβρανική 
φωσφολιπιδική φωσφατιδυλοϊνοσιτόλη (PIP2), σε τριφωσφορική (PIP3) και αυτή με 
τη σειρά της μεταφέρει την Akt στη μεμβράνη όπου και ενεργοποιείται από τις 
φωσφοϊνοσιτιδικές–εξαρτώμενες κινάσες PDK1 και PDK2 [phosphoinositide–
dependent kinase (PDK)–1 και PDK2]. Η PDK2 ή αλλιώς mTORC2 ενεργοποιεί την 
Akt με το να τη φωσφορυλιώνει στο κατάλοιπο θρεονίνης 308  και στο κατάλοιπο 




Εικόνα 20: Το σηματοδοτικό μονοπάτι PI3K/Akt [177] 
 
Όσον αφορά στην επίδραση της κινάσης Akt στα SREBPs έχει παρατηρηθεί 
ότι ο αυξητικός παράγοντας IGF–1(insulin–like growth factor–1), ενεργοποιεί το 
SREBP–1 τόσο σε μεταγραφικό όσο και σε πρωτεϊνικό επίπεδο στα κύτταρα του 
σμήγματος με τρόπο εξαρτώμενο από την PI3K, προκαλώντας ταυτόχρονη 
ενεργοποίηση των γονιδίων – στόχων του SREBP–1 [182]. Επιπλέον, οι αυξητικοί 
παράγοντες PDGF (platelet–derived growth factor) και VEGF (vascular endothelial 
growth factor) προκαλούν την ενεργοποίηση των SREBPs στους ανθρώπινους 
ινοβλάστες [183] και στα ενδοθηλιακά κύτταρα των αγγείων αντίστοιχα [184]. 
Η επαγόμενη από την ινσουλίνη σηματοδότηση στο ήπαρ, έχει ως 
αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της γονιδιακής έκφρασης του SREBP–1c και τη 
συσσώρευση της πυρηνικής πρωτεΐνης SREBP–1 μέσω της δράσης των κινασών 
PI3K και Akt [185-187], ενώ και σε διάφορους άλλους κυττταρικούς τύπους, η 
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επίδραση της PI3K στο SREBP–1 διαμεσολαβείται κατά κύριο λόγο από την κινάση 
AKT και το mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1). Τα παραπάνω 
επιβεβαιώνονται και από την αναστολή της λιπογένεσης στα ίδια κύτταρα μετά το 
μπλοκάρισμα του mTORC1 από τη ραπαμυκίνη [186, 188] (εικόνα 21). 
 
 
Εικόνα 21: Η επίδραση της PI3K στο SREBP–1 διαμεσολαβείται από την κινάση AKT και το mTORC1 
[176] 
 
Η σύνδεση της κινάσης Akt με τα SREBPs φαίνεται να εμπλέκεται σε μία 
ευρεία γκάμα φυσιολογικών ή παθολογικών διεργασιών. Στον καρκίνο υπάρχει μία 
αμφίδρομη σχέση μεταξύ των δύο, καθώς η ενεργοποίηση της Akt επάγει την 
έκφραση των SREBPs, αυξάνει τη συσσώρευση των λιπιδίων και οδηγεί στην 
ενεργοποίηση του σηματοδοτικού μονοπατιού PI3K/Akt, ενώ τελικά προωθείται ο 
πολλαπλασιασμός των καρκινικών κυττάρων, ανάγοντας την περαιτέρω διερεύνηση 
του εν λόγω σηματοδοτικού μονοπατιού σε νέα θεραπευτική στρατηγική. Διάφοροι 
ιοί, όπως ο ιός της ηπατίτιδας C, φαίνεται να αξιοποιούν τη σύνδεση Akt–SREBP 
προς όφελός τους για την επιβίωσή τους στους ξενιστές τους, ενώ η PI3K/Akt 
σηματοδότηση διαδραματίζει σημαντικό ρόλο και στο διαβήτη [177].  
Η οστεοαρθρίτιδα αποτελεί ακόμη μία ασθένεια στην οποία φαίνεται να 
εμπλέκεται η PI3K/Akt σηματοδότηση, με τη σύνδεση PI3K/Akt/SREBP να μην έχει 
διερευνηθεί μέχρι στιγμής. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:35:22 EET - 137.108.70.7
52 
 
Α.3.2β Η Οστεοαρθρίτιδα και οι κινάσες PI3K και Akt (PI3Κ/Akt σηματοδοτικό 
μονοπάτι)  
Η ενεργοποίηση του σηματοδοτικού μονοπατιού PI3K/Akt αυξάνει την 
παραγωγή μεταλλοπρωτεϊνασών από τα χονδροκύτταρα, μέσω διαφόρων 
πρωτεϊνών όπως είναι οι: mTOR, NF–kB, GSK–3beta και p53 [189-191]. Η αναστολή 
της φωσφορυλιωμένης Akt και του NF–kB με χρήση κουρκουμίνης προκαλεί 
μειωμένη παραγωγή μεταλλοπρωτεϊνασών σε κύτταρα διεγερμένα με IL–1β [192, 
193], ενώ ενδιαφέρον είναι το γεγονός της παραγωγής MMP–s από τα 
χονδροκύτταρα ως απόκριση στη λεπτίνη, μία ορμόνη που υπερεκφράζεται στην 
παχυσαρκία και η οποία έχει δειχθεί ότι μπορεί να επάγει την έκφραση των MMPs 1, 
3, 9, και 13 από τα χονδροκύτταρα [194, 195]. Η χρήση του Ly294002, ενός 
συνθετικού αναστολέα του PI3K σηματοδοτικού μονοπατιού φαίνεται να αναστέλλει 
την επίδραση της λεπτίνης, μειώνοντας την έκκριση των προαναφερθέντων 
μεταλλοπρωτεϊνασών [196]. Τελευταία δεδομένα υποστηρίζουν πως η ταυτόχρονη 
αναστολή του mTOR και του PI3K/Akt υπερτερεί της μεμονωμένης αναστολής τους, 
προκαλώντας αναστροφή του ΟΑ φαινοτύπου in vitro [197]. Βασιζόμενες στα 
παραπάνω δεδομένα, πολλές φαρμακευτικές εταιρείες έχουν αναπτύξει διάφορους 
συνθετικούς αναστολείς του εν λόγω σηματοδοτικού μονοπατιού, όπως οι XL765, 
SF1126, PI103, Bez235, BGT226 και GDC0980. Αρκετοί από αυτούς έχουν 
χρησιμοποιηθεί σε κλινικές δομικές για τη θεραπεία του καρκίνου, με τα υποσχόμενα 
αποτελέσματά τους να τα έχουν αναδείξει ως πιθανή θεραπευτική προσέγγιση και σε 
άλλες ασθένειες στις οποίες η αναστολή της PI3K/Akt σηματοδότησης έχει θετικά 
αποτελέσματα, μεταξύ των οποίων και στην ΟΑ [197].  
 
Α.3.3 Διαμεμβρανικοί υποδοχείς και αυξητικοί παράγοντες στη μεταγωγή 
σημάτων: Ο ρόλος των ιντεγκρινών και του αυξητικού παράγοντα 
μετασχηματισμού (Transforming Growth Factor beta– TGF–β) 
Σημαντικό ρόλο στη μεταγωγή σημάτων μεταξύ των κυττάρων ή μεταξύ 
κυττάρων και πρωτεϊνών της ECM διαδραματίζουν οι ιντεγκρίνες [198]. Πρόκειται για 
ετεροδιμερείς διαμεμβρανικούς υποδοχείς που συντίθενται από μία α και μία β 
υπομονάδα. Στα θηλαστικά υπάρχουν 18 διαφορετικές α υπομονάδες και 8 
διαφορετικές β υπομονάδες, από το συνδυασμό των οποίων προκύπτουν 24 
ιντεγκρίνες. Αποτελούνται από μία μεγάλη εξωκυττάρια επικράτεια, μια 
διαμεμβρανική επικράτεια και μία μικρότερη κυτταροπλασματική. Η εξωκυττάρια 
επικράτειά τους έχει την ικανότητα να δεσμεύει διάφορους προσδέτες, όπως μόρια 
της ECM (λαμινίνη, φιμπρονεκτίνη, κολλαγόνο) [199, 200] (εικόνα 22).  
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Εικόνα 22: Η δομή των ιντεγκρινών [198] 
 
Οι ιντεγκρίνες δεν ανήκουν στην κατηγορία των κλασικών διαμεμβρανικών 
υποδοχέων καθώς δε διαθέτουν κανενός είδους ενζυμική ενεργότητα. Η 
σηματοδότησή τους εξαρτάται από άλλους υποδοχείς και την ικανότητά τους να 
«προσελκύουν» διάφορους προσδέτες και μόρια προσκολλήσεως για τη μεταγωγή 
σημάτων [201, 202]. Η δράση των ιντεγκρινών οφείλεται σε μεγάλο βαθμό  στην 
αλληλεπίδρασή τους με άλλα σηματοδοτικά μονοπάτια και κυρίως τη σηματοδότηση 
των αυξητικών παραγόντων [203-205], με τη σηματοδότηση του αυξητικού 
παράγοντα μετασχηματισμού (Transforming Growth Factor beta, TGF–β) να κατέχει 
εξέχοντα ρόλο για τρεις λόγους. Πρώτον, η πρόδρομη μορφή του TGF–β αποτελεί 
ένα από τα κυριότερα συστατικά της ECM και σημαντικό προσδέτη των ιντεγκρινών. 
Δεύτερον, ορισμένες από τις ιντεγκρίνες που διαθέτουν ένα μοτίβο αργινίνης –  
γλυκίνης – ασπαρτικού οξέος (RGD motif) αλληλεπιδρούν με το αντίστοιχο μοτίβο 
του εν λόγω αυξητικού παράγοντα, ενεργοποιώντας τον με αυτόν τον τρόπο. Τρίτον, 
υπάρχει σημαντική αλληλεπίδραση μεταξύ ιντεγκρινών, του TGF–β και άλλων 
πρωτεϊνών της εξωκυττάριας ουσίας, με επίκεντρο των αυξητικό παράγοντα ο οποίος 
επάγει την έκφραση διαφόρων μορίων – στόχων του [206] (εικόνα 23).  
 
 
Εικόνα 23: Αλληλεπίδραση μεταξύ ιντεγκρινών, TGF–β και εξωκυττάριας ουσία [206] 
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Η οικογένεια αυξητικών παραγόντων TGF–β αποτελείται από 35 μέλη και 
περιλαμβάνει τις πρωτεΐνες TGF–β και BMPs (μορφογενετικές πρωτεΐνες των 
οστών). Διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη και στη διατήρηση της 
ομοιοστασiας των ιστών μέσω ρύθμισης του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, της 
διαφοροποίησης, της απόπτωσης και της μετανάστευσης των κυττάρων, αλλά και 
του μεταβολισμού της ECM. Οι 3 ισομορφές των TGF–β (TGF–β1, TGF–β2, TGF–
β3) διαθέτουν αλληλουχίες με 75% ομολογία και εμφανίζουν διακριτή ικανότητα στην 
αναγέννηση των ιστών [207]. Η δράση των TGF–β διαμεσολαβείται από δύο 
διαφορετικούς υποδοχείς με ενεργότητα κινάσης σερίνης/θρεονίνης, τους υποδοχείς 
τύπου Ι (TβRI) και τύπου ΙΙ (TβRII). Η σύνδεση στους υποδοχείς προκαλεί τη 
φωσφορυλίωση των υποδοχέων και την ενεργοποίηση του μονοπατιού που 
ελέγχουν, το οποίο μπορεί να είναι Smad–εξαρτώμενο ή Smad–ανεξάρτητο.  
Στην περίπτωση των Smad–εξαρτώμενων σηματοδοτικών μονοπατιών, η 
ενεργοποίηση του TβRI (ή ALK5) επάγει τη φωσφορυλίωση των Smad2/3, τα οποία 
προσδένονται στο Smad4, μεταφέρονται στον πυρήνα και ρυθμίζουν την έκφραση 
γονιδίων – στόχων τους, όπως η Sp1 (Specific protein 1). Αντίστοιχα, η 
ενεργοποίηση του TβRII (ή ALK1) έχει ως αποτέλεσμα τη φωσφορυλίωση των 
πρωτεϊνών Smad1/5/8  [208, 209].  
Εξίσου σημαντικά με τα Smad–εξαρτώμενα σηματοδοτικά μονοπάτια είναι και 
τα Smad–ανεξάρτητα (εικόνα 24), η ενεργοποίηση των οποίων επάγεται από την 
πρόσδεση του TGF–β στους υποδοχείς του. Μεταξύ αυτών συγκαταλέγονται τα 
σηματοδοτικά μονοπάτια των MAP κινασών (mitogen–activated protein (MAP) kinase 
pathways), τα ERK, JNK και p38, τα Rho–like GTPase μονοπάτια και το 
phosphatidylinositol–3–kinase (PI3K)/Akt σηματοδοτικό μονοπάτι [210, 211]. 
Αναλυτικότερα, η ταχύτατη φωσφορυλίωση της κινάσης Akt που παρατηρείται μετά 
την πρόσδεση του TGF–β στον υποδοχέα του είναι ενδεικτική της άμεσης εμπλοκής 
του PI3K σηματοδοτικού μονοπατιού στην TGF–β ενδοκυττάρια σηματοδότηση [212]. 
Επιπλέον, η χρήση συνθετικού αναστολέα κατά του TβRI εμπόδισε τη 
φωσφορυλίωση της Akt από την PI3K, γεγονός που είναι δυνατόν να αντιστραφεί με 
τη χρήση ενεργοποιητών του εν λόγω μονοπατιού [212]. Εκτός από την άμεση 
ενεργοποίηση πολλές είναι οι μελέτες που υποστηρίζουν την έμμεση ενεργοποίηση 
του PI3K/AKT από τον TGF–β, όπου ο αυξητικός παράγοντας δρα συνεργιστικά με 
άλλα ερεθίσματα. Στον ηπατοκυτταρικό καρκίνο (HCC),  το miRNA  (miR) –216a/217 
δρα ως ενεργοποιητής τόσο του TGF–β/SMAD, όσο και του PI3K/AKT 
σηματοδοτικού μονοπατιού. Επιπλέον, ο TGF–β επάγει την έκφραση του miR–21, το 
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οποίο ενεργοποιεί τον άξονα AKT/mTORC1 για την υπερτροφία των κυττάρων και τη 
σύνθεση πρωτεϊνών εξωκυττάριας ουσίας [213]. 
 
 
Εικόνα 24: Ο TGF–β προκαλεί την ενεργοποίηση Smad–εξαρτώμενων και Smad–ανεξάρτητων 
σηματοδοτικών μονοπατιών [210] 
 
Α.3.3α Οι ιντεγκρίνες στον αρθρικό χόνδρο και στην Οστεοαρθρίτιδα 
Πολλές μελέτες έχουν αναδείξει τις ιντεγκρίνες ως τους κύριους 
μηχανοϋποδοχείς για τη μεταγωγή σημάτων στον αρθρικό χόνδρο, ιδιαίτερα στην 
περίπτωση χονδροκυττάρων που υπόκεινται σε μηχανική  καταπόνηση. Τα 
χονδροκύτταρα του ενήλικου αρθρικού χόνδρου εκφράζουν τις ιντεγκρίνες α1β1, 
α3β1, αVβ5 και α5β1 [214, 215], ενώ οι υποδοχείς της φιμπρονεκτίνης, πρωτεΐνης 
για τη ρύθμιση του μεταβολισμού των χονδροκυττάρων και τη διατήρηση της 
ισορροπίας της εξωκυττάριας ουσίας [216], που αποτελούνται από την υπομονάδα 
αV, όπως επίσης και η ιντεγκρίνη α5β1 είναι υπεύθυνες για τη μεταφορά δυναμικών 
σημάτων από την εξωκυττάρια ουσία στα κύτταρα [217, 218].  
Αρκετές είναι οι μελέτες που έχουν επικεντρωθεί στη διερεύνηση της 
έκφρασης διαφόρων ιντεγκρινών στην ΟΑ και των σηματοδοτικών μονοπατιών που 
επάγουν. Αυξημένη έκφραση της υπομονάδας β1 έχει βρεθεί στον ΟΑ χόνδρο σε 
σχέση με το φυσιολογικό [219], ενώ υπάρχουν δεδομένα σύμφωνα με τα οποία η 
πρόσδεση τμημάτων φιμπρονεκτίνης στην ιντεγκρίνη α5β1 οδήγησε σε αυξημένη 
έκφραση των MMP–1 και MMP–3 στους ινοβλάστες κουνελιών, γεγονός που 
αντιστράφηκε από τη χρήση μονοκλωνικού αντισώματος έναντι της συγκεκριμένης 
ιντεγκρίνης. Πρόσφατη πρωτεομική μελέτη, έδειξε ότι ανάμεσα στις πρωτεΐνες που 
διαφοροποιούνται μεταξύ ΟΑ και φυσιολογικού χόνδρου συγκαταλέγεται και η 
ιντεγκρίνη aV, με την έκφρασή της να είναι σημαντικά αυξημένη στην ΟΑ [100].  
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Α.3.3βi Ο αυξητικός παράγοντας μετασχηματισμού (Transforming Growth 
Factor beta– TGF–β) στον αρθρικό χόνδρο και στην Οστεοαρθρίτιδα 
Το σηματοδοτικό μονοπάτι του TGF–β έχει χαρακτηριστεί ως μονοπάτι – 
«κλειδί» στην ΟΑ, ενώ έχουν αναφερθεί δεδομένα τόσο για την αναβολική όσο και 
για την καταβολική δράση του. Ο TGF–β διαδραματίζει πληθώρα ρόλων στην 
ανάπτυξη και διατήρηση της φυσιολογικής ομοιοστασίας του αρθρικού χόνδρου, 
διεγείροντας τον πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση των χονδροκυττάρων [220-
222]. Η διατήρηση του ώριμου χόνδρου έγκειται σε μεγάλο βαθμό στη δράση του 
TGF–β ο οποίος επάγει την παραγωγή πρωτεϊνών της ECM, όπως του κολλαγόνου 
τύπου ΙΙ και της αγγρεκάνης, ενώ η ταυτόχρονη παραγωγή αναστολέων των 
μεταλλοπρωτεϊνασών (tissue inhibitor of metalloproteases, TIMPs) εμποδίζει την 
αποικοδόμηση δομικών πρωτεϊνών της εξωκυττάριας ουσίας [223, 224]. Επιπλέον, 
εξουδετερώνει τις καταβολικές δράσεις των φλεγμονωδών κυτοκινών ιντερλευκίνης 1 
(IL–1) και του παράγοντα νέκρωσης όγκων α (tumor necrosis factor, TNFα) στο 
χόνδρο [223, 224]. Η χορήγηση TGF–β in vivo, στα γόνατα ποντικών επάγει τη 
διαφοροποίηση των χονδροκυττάρων και τη δημιουργία χόνδρου, ενώ μπλοκάρισμα 
του αυξητικού παράγοντα είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση της επιδιορθωτικής 
ικανότητας του χόνδρου σε πειραματικό ζωικό μοντέλο ΟΑ [225, 226]. Η προσθήκη 
του TGF–β1 και –2 σε μοντέλα ζώων με ΟΑ αυξάνει την έκφραση της αγγρεκάνης και 
του κολλαγόνου από τον αρθρικό χόνδρο, ενώ η αναστολή του υποδοχέα του TGF–
β2 οδηγεί σε εκτεταμένη απώλεια των πρωτεογλυκανών και ελαττώνει την πυκνότητα 
του χόνδρου [226-228]. Ποντίκια στα οποία δεν εκφράζεται το γονίδιο Smad3 
εμφανίζουν εκφυλιστική αρθρίτιδα παρόμοια με την ΟΑ στον άνθρωπο, καθώς η 
μειωμένη φωσφορυλίωση του Smad2 σχετίζεται με μειωμένη προστασία κατά τη 
διάρκεια της εξέλιξης της νόσου [62, 229]. 
Παρά την προτεινόμενη χονδροπροστατευτική δράση των πρωτεϊνών TGF–β, 
υπάρχουν δεδομένα που υποστηρίζουν την αντίθετη δράση τους. Παράδειγμα 
αποτελεί η εισαγωγή του TGF–β1 με αδενοϊό σε φυσιολογική άρθρωση γόνατος 
ποντικών, που οδήγησε στην δημιουργία οστεοφύτων και την ίνωση της άρθρωσης, 
τα οποία συνδέονται με την υπερτροφία του χόνδρου και την εξέλιξη  της ΟΑ [230]. 
Επιπλέον, ο TGF–β1 επάγει τη δραστηριότητα της αλκαλικής φωσφατάσης αλλά και 
τον πολλαπλασιασμό των χονδροκυττάρων στον αρθρικό χόνδρο αρουραίων, 
γεγονός που ενισχύει την ποικιλία δράσης του TGF–β ανάλογα με το στάδιο 
διαφοροποίησης των κυττάρων, τη συγκέντρωση και τη διάρκεια χορήγησής του  
[231]. Ενδεικτικό είναι το γεγονός πως η επίδραση του TGF–β για μικρό χρονικό (30 
λεπτά με 2 ώρες) οδηγεί σε φωσφορυλίωση των Smad2/3 από τα χονδροκύτταρα και 
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σε μακροπρόθεσμη (μετά τις 6 ώρες χορήγησης) φωσφορυλίωση των Smad1/5/8, με 
ταυτόχρονη μείωση των επιπέδων της αγγρεκάνης και του κολλαγόνου τύπου ΙΙ και 
αύξηση των επιπέδων του κολλαγόνου τύπου Χ, βασικού δείκτη υπερτροφίας [232]. 
Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν πρόσφατα δεδομένα σύμφωνα με τα οποία η 
ηλικία των χονδροκυττάρων είναι αυτή η οποία καθορίζει σε μεγάλο βαθμό τη 
σηματοδότηση που θα ακολουθηθεί μετά την ενεργοποίηση του σηματοδοτικού 
μονοπατιού του TGF–β [233]. Στα «νεαρά» χονδροκύτταρα ο TGF–β δρα ως 
επιδιορθωτικός παράγοντας μέσω φωσφορυλίωσης των Smad2/3, ενώ στα 
ηλικιωμένα χονδροκύτταρα «χάνεται» η δυνατότητα φωσφορυλίωσης των Smad2/3 
και άρα η καταβολική δράση του αυξητικού παράγοντα υπερτερεί της αναβολικής, 
μέσω ενεργοποίησης των Smad1/5/8 [234], γεγονός που επιβεβαιώνεται τόσο in vitro 




Εικόνα 25: Διττός ρόλος του TGF–β στην ενεργοποίηση Smad–εξαρτώμενων σηματοδοτικών 
μονοπατιών [234] 
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Α.3.3βii Ο TGF–β στο μεταβολικό σύνδρομο 
Παρά την πληθώρα δεδομένων σχετικά με τη δράση του TGF–β στην ΟΑ 
μέσω σηματοδοτικών μονοπατιών που ενέχονται στη χονδρογένεση, δεν υπάρχουν 
δεδομένα που να αναφέρονται στον πιθανό συσχετισμό του εν λόγω αυξητικού 
παράγοντα με το μεταβολισμό των λιπιδίων στη νόσο, παρόλο που η δράση του σε 
άλλα μεταβολικά νοσήματα είναι καλά χαρακτηρισμένη. Έχουν βρεθεί αυξημένα 
επίπεδα του TGF–β σε άτομα με υψηλά επίπεδα σωματικού λίπους [239], ενώ τα 
επίπεδα έκφρασής του στο λιπώδη ιστό εμφανίζουν ισχυρή συσχέτιση με τον δείκτη 
μάζας σώματος σε άτομα με νοσογόνο παχυσαρκία [240]. Επιπλέον, ο TGF–β είναι 
ιδιαίτερα αυξημένος στο πλάσμα ασθενών με υπέρταση και άλλα καρδιαγγειακά 
νοσήματα, ενώ σχετίζεται με αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης διαβήτη τύπου 2, 
δεδομένα ενδεικτικά του σημαντικού ρόλου του στο μεταβολικό σύνδρομο [241]. 
Χρήση αντισωμάτων με σκοπό την αποσιώπηση του σηματοδοτικού μονοπατιού του 
TGF–β φαίνεται να προστατεύει ποντίκια από την εμφάνιση παχυσαρκίας και διαβήτη 
τύπου 2 σε πειραματικό ζωικό μοντέλο παχυσαρκίας [239].  
 
Α.3.4 Έξοδος χοληστερόλης από τα κύτταρα  
Ο ρόλος των γονιδίων ABCA1 (ATP binding cassette transporter A1), ApoA1 
(Αpolipoprotein A1), LXRα και β (liver X receptor α και β) 
Η υπερβολική συσσώρευση χοληστερόλης στο εσωτερικό των κυττάρων είναι 
τοξική για τα κύτταρα [242], με αποτέλεσμα να κρίνεται απαραίτητη η λειτουργία 
μηχανισμών αυστηρής ρύθμισης της εξόδου της. Οι λιποπρωτεΐνες υψηλής 
πυκνότητας (high–density lipoproteins, HDL) και οι απολιποπρωτεΐνες τους, είναι 
υπεύθυνες για την μεταφορά της χοληστερόλης από τα περιφερικά κύτταρα στο 
ήπαρ, μια διαδικασία γνωστή ως «reverse cholesterol transport» [243]. Η 
σημαντικότερη απολιποπρωτεΐνη είναι η Α1 (ApoA1), μια πρωτεΐνη μεγέθους 28kDa 
με ρόλο κλειδί στον μεταβολισμό των λιποπρωτεϊνών καθώς αποτελεί το κύριο 
συστατικό των HDL [244]. Σημαντική στη διατήρηση της ομοιοστασίας της 
χοληστερόλης είναι και η δράση του μεταφορέα ABCA1 (ATP binding cassette 
transporter A1) (εικόνα 26a), μιας πρωτεΐνης που εντοπίζεται στην 
κυτταροπλασματική μεμβράνη και ενεργεί ως αντλία λιπιδίων μεταφέροντας  την 
χοληστερόλη και τα φωσφολιπίδια από το κύτταρο στην ApoA1 και στην HDL (εικόνα 
26b).  
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Εικόνα 26a: η δομή της ABCA1 και b: η δράση της στην έξοδο της χοληστερόλης από τα κύτταρα [245] 
 
Η ABCA1 έχει δειχθεί ότι μεταφέρει την ελεύθερη κυτταροτοξική χοληστερόλη 
εκτός των κυττάρων, δράση η οποία διαμεσολαβείται από την ApoA1 [246], 
ελέγχοντας έτσι τα ενδοκυττάρια επίπεδα οξειδωμένων στερολών [245]. Μελέτες σε 
πειραματόζωα έχουν δείξει ότι η ApoA1, ανεξάρτητα από την HDL, εμφανίζει  
προστατευτική δράση στην αθηρωμάτωση καθώς αναστέλλει την οξείδωση της LDL 
χοληστερόλης, ενώ ταυτόχρονα αναδεικνύεται ο αντιφλεγμονώδης ρόλος της, μέσω 
αναστολής της έκκρισης φλεγμονωδών κυτοκινών [245]. Μόρια φλεγμονής, όπως η 
INF–γ, η IL–1β και ο TNF, μειώνουν την έκφραση της ABCA1 που με την σειρά της 
οδηγεί σε ανεπαρκή κάθαρση των οξειδωμένων λιπιδίων και κατ’ επέκταση σε 
περαιτέρω συσσώρευση φλεγμονωδών μορίων, δημιουργώντας έτσι έναν φαύλο 
κύκλο που έχει ήδη μελετηθεί στην αθηρωμάτωση [245]. 
Ο σημαντικός ρόλος που διαδραματίζουν τόσο η ABCA1 όσο και η ApoA1 
στη διατήρηση της ομοιοστασίας της χοληστερόλης επιβάλλει τη ρύθμιση της 
μεταγραφικής έκφρασής τους από έναν αυστηρό μηχανισμό. Η ρύθμιση αυτή 
επιτυγχάνεται με τη βοήθεια των πυρηνικών υποδοχέων, μεταγραφικών παραγόντων 
που ενεργοποιούνται από προσδέτες και ρυθμίζουν την έκφραση γονιδίων – στόχων.  
Ο liver X receptor (LXR) είναι πυρηνικός υποδοχέας τύπου ΙΙ, και αποτελεί τον κύριο 
μεταγραφικό παράγοντα στην ρύθμιση της ABCA1. Αποτελείται από δύο ισομορφές, 
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την LXRα και την LXRβ, με την πρώτη να εκφράζεται σε διάφορους ιστούς, όπως στο 
ήπαρ, το σπλήνα, το λιπώδη ιστό, τον πνεύμονα και την υπόφυση και να αποτελεί 
την πιο σημαντική στην ρύθμιση της ομοιόστασης της χοληστερόλης. Ο LXRα 
εκφράζεται στα μακροφάγα και είναι σημαντικός στην φυσιολογία της αθηρωματικής 
πλάκας καθώς φαίνεται ότι είναι ικανός να ενεργοποιεί και να καταστέλλει το γονίδιο 
ABCA1 ανάλογα με την διαθεσιμότητα του ανάλογου συνδέτη και κυρίως των 
οξυστερολών [247]. Οι LXRs δρουν ως αισθητήρες που ανταποκρίνονται στις 
αυξημένες συγκεντρώσεις χοληστερόλης και ενεργοποιούν έναν καταρράκτη 
γονιδίων που καθορίζουν την μεταφορά και τον καταβολισμό της χοληστερόλης 
[245]. Οι αντι–αθηρωγόνες δράσεις των LXR αγωνιστών, των μορίων δηλαδή που 
ενεργοποιούν τη συγκεκριμένη σηματοδότηση, είναι αποτέλεσμα έμμεσων 
μεταβολικών αλλαγών, όπως η αύξηση των επιπέδων της HDL και η αποκατάσταση 
του φυσιολογικού μεταβολισμού της χοληστερόλης από τα μακροφάγα, ασκούν όμως 
και άμεση προστατευτική δράση στο τοίχωμα των αγγείων μέσω αναστολής 
φλεγμονωδών αποκρίσεων ιδιαίτερα στα μακροφάγα  [248].  
 
Α.3.5 Τα γονίδια ABCA1, ApoA1, LXRα και LXRβ στον αρθρικό χόνδρο και 
στην Οστεοαρθρίτιδα 
Στα πλαίσια της διερεύνησης του μεταβολικού φαινοτύπου στην ΟΑ, ο Gentili 
και οι συνεργάτες μελέτησαν την έκφραση των γονιδίων ABCA1 και ApoA1 σε 
χονδροκύτταρα εμβρύων όρνιθας και διαπίστωσαν μείωση των επιπέδων έκφρασής 
τους στα κύτταρα που βρίσκονταν στο στάδιο της υπερτροφίας. Σχετικά με την 
έκφραση των μεταγραφικών ρυθμιστών τους, LXRα και LXRβ, διαπιστώθηκε ότι η 
έκφρασή τους είναι σημαντικά μειωμένη στον οστεοαρθριτικό χόνδρο σε σύγκριση με 
τον φυσιολογικό [249, 250]. In vivo πειράματα στα οποία πραγματοποιήθηκε 
απαλοιφή του γονιδίου του LXRβ σε ποντίκια, έδειξαν ότι  η χορήγηση IL–1β 
οδήγησε σε αυξημένη αποικοδόμηση της αγγρεκάνης και σε ταυτόχρονη αύξηση της 
παραγωγής της προσταγλαδίνης PGE2 στον αρθρικό χόνδρο, στηρίζοντας τον 
προστατευτικό ρόλο που φαίνεται να έχει ο LXRβ στο χόνδρο. Παράλληλα, η χρήση 
του συνθετικού αγωνιστή των LXRs, GW3965, μείωσε στατιστικά σημαντικά τα 
επίπεδα έκφρασης φλεγμονωδών κυτοκινών, ενώ ανέστειλλε και την αποικοδόμηση 
της αγγρεκάνης στον ιστό [251]. 
Σ’αυτή την κατεύθυνση η ερευνητική μας ομάδα έδειξε ότι η έκφραση των 
παραπάνω γονιδίων που ενέχονται στην έξοδο της περίσσειας χοληστερόλης από τα 
κύτταρα, είναι σημαντικά μειωμένη στον ΟΑ χόνδρο σε σχέση με το φυσιολογικό 
[252]. Είναι γνωστό ότι η ενεργοποίηση των LXR οδηγεί σε επαγωγή του μηχανισμού 
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εξόδου της χοληστερόλης από τα κύτταρα, διαδικασία που ως τώρα είχε μελετηθεί 
εκτενώς σε διάφορα είδη κυττάρων, όπως τα μακροφάγα [253] και από την 
ερευνητική μας ομάδα στα χονδροκύτταρα [252]. Η επίδραση οστεοαρθριτικών 
χονδροκυττάρων με τον συνθετικό LXR αγωνιστή ΤΟ–901317 οδήγησε σε στατιστικά 
σημαντική αύξηση των μεταγραφικών επιπέδων των γονιδίων ABCA1 και ApoA1, 
προάγοντας την έξοδο χοληστερόλης από τα οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα, η 
οποία επιβεβαιώθηκε από την απουσία εναποθέσεων λιπιδίων με παρατήρηση στο 
οπτικό μικροσκόπιο μετά από χρώση με Oil–red–O. Παράλληλα μελετήθηκε η 
επίδραση του ΤΟ–901317 στην έκφραση ορισμένων καταβολικών και αναβολικών 
γονιδίων που θεωρούνται σημαντικά στον αρθρικό χόνδρο. Βρέθηκε ότι ο LXR 
αγωνιστής μείωσε σημαντικά την έκφραση των μεταλλοπρωτεϊνασών από τα 
οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα, δείγμα ότι ασκεί προστατευτική δράση στον χόνδρο, 
και παράλληλα αύξησε την έκφραση αναβολικών γονιδίων, όπως το κολλαγόνο 
τύπου ΙΙ και η αγγρεκάνη, επάγοντας την αναγεννητική ικανότητα του διαταραγμένου 
οστεοαρθριτικού χόνδρου. Επιπρόσθετη στήριξη στην υπόθεση ότι η χρήση του 
συνθετικού LXR αγωνιστή μπορεί να αποδειχθεί ωφέλιμη για τον αρθρικό χόνδρο 
προσφέρει η μελέτη της απόπτωσης των κυττάρων, όπου φάνηκε ότι ο αριθμός των 
αποπτωτικών κυττάρων μειώνεται σημαντικά μετά από επίδραση με τον αγωνιστή 
ΤΟ–901317 [252].   
Τελευταία δεδομένα σχετικά με την προστατευτική δράση των LXR 
αγωνιστών στον ΟΑ χόνδρο δείχνουν ότι ο συνθετικός αγωνιστής GW3965 δρα ως 
αρνητικός ρυθμιστής της υπερτροφίας των χονδροκυττάρων, μειώνοντας  τα 
μεταγραφικά επίπεδα των σημαντικότερων υπερτροφικών δεικτών, του Col10Α1, της 
MMP–13, και του Runx2 [254].  
Καθώς η ενεργοποίηση της έκφρασης των γονιδίων που επάγουν την έξοδο 
της περίσσειας χοληστερόλης από τα ΟΑ χονδροκύτταρα φαίνεται να έχει θετική 
δράση στον ΟΑ χόνδρο, η ρύθμιση των εν λόγω μορίων μέσω διαφορετικής 
σηματοδότησης από τους κλασικούς ρυθμιστές LXRs, αποτελεί ενδιαφέροντα στόχο 
για τη θεραπευτική προσέγγιση της ΟΑ. Σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση γονιδίων που 
εμφανίζουν διαφοροποιημένη έκφραση μεταξύ φυσιολογικού και ΟΑ χόνδρου 
φαίνεται να διαδραματίζουν και οι επιγενετικές τροποποιήσεις, με τις μικρές μη 
κωδικές αλληλουχίες RNA (microRNAs) να κατέχουν σημαντική θέση στην 
επιγενετική ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης. 
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Α.4 microRNAS: ΒΙΟΓEΝΕΣΗ ΚΑΙ ΛΕΙΤΟΥΡΓIΑ 
Κατά την τελευταία δεκαετία έχει γίνει σαφές ότι η ανακάλυψη μιας μεγάλης 
κατηγορίας μη κωδικών μικρών RNA μορίων, γνωστά ως microRNAs (miRNAs), 
δρουν ως σημαντικοί ρυθμιστές ενός ευρέως φάσματος κυτταρικών διεργασιών. 
Παρά το γεγονός ότι μόλις το 3% των γονιδίων του ανθρώπου κωδικοποιεί miRNAs, 
τα εν λόγω μόρια ρυθμίζουν >50% των γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες, ενώ 
ένα miRNA μπορεί να ρυθμίζει από ένα έως και εκατοντάδες mRNAs [255, 256]. Τα 
microRNAs έχουν μήκος 20 – 24 νουκλεοτίδια και ρυθμίζουν μετα–μεταγραφικά την 
έκφραση διαφόρων γονιδίων στα ευκαρυωτικά κύτταρα μέσω πρόσδεσης στην 3’–
αμετάφραστη περιοχή (3’–UTR) του mRNA των γονιδίων – στόχων τους, σε σημείο/α 
όπου εντοπίζεται πλήρως ή μερικώς συμπληρωματική αλληλουχία με αυτή του 
εκάστοτε microRNA. Η πλήρης συμπληρωματικότητα του microRNA με την 3’–UTR 
ενός mRNA οδηγεί σε άμεση αποικοδόμησή του καταστέλλοντας τη μεταγραφική 
έκφραση, ενώ η μερική συμπληρωματικότητα οδηγεί σε αναστολή της μετάφρασης. 
Σε σπάνιες περιπτώσεις έχει παρατηρηθεί σύνδεση των miRNAs στην 5’ 
αμετάφραστη περιοχή του mRNA ή σε κωδικές περιοχές [257-260]. Η πλειοψηφία 
των microRNAs των θηλαστικών κωδικοποιείται από  εσώνια γονιδίων που 
κωδικοποιούν πρωτεΐνες ή από μεταγραφικές μονάδες που εντοπίζονται μεταξύ 
γονιδίων και δεν κωδικοποιούν πρωτεΐνες. Σπανιότερα εντοπίζονται σε εξώνια, 
εμφανίζοντας αντινοηματικό προσανατολισμό σε σχέση με το γονίδιο που 
κωδικοποιεί πρωτεΐνη [261]. 
 Η βιογένεση των ώριμων microRNAs είναι μια πολύπλοκη και εξειδικευμένη 
διαδικασία η οποία ξενικά με τη μεταγραφή του microRNA γονιδίου από το ένζυμο 
RNA πολυμεράση ΙΙ (ή κατά περίπτωση από την RNA πολυμεράση ΙΙΙ) για την 
παραγωγή του πρώιμου microRNA (pri–miRNA). Το pri–miRNA μετάγραφο που 
παράγεται έχει μέγεθος πάνω από 100 νουκλεοτίδια, καλύπτεται με μια μεθυλιωμένη 
γουανίνη (5’ cap) και πολυαδενυλιώνεται. Γενικά τα pri–miRNAs είναι δυνατόν να 
φέρουν τροποποιήσεις στα 5’ και 3’ άκρα όμοιες με αυτές που φέρουν τα πρόδρομα 
mRNAs. Πράγματι, πολλές miRNA–κωδικοποιούσες αλληλουχίες βρίσκονται εντός ή 
επικαλύπτονται με mRNAs γονιδίων, τα οποία αναφέρονται ως γονίδια που 
«φιλοξενούν» τα miRNAs (host genes). Αρκετές φορές τα pri–miRNAs φέρουν 
ιντρόνια όπως δηλαδή και τα κανονικά μετάγραφα mRNAs και υφίστανται τη 
διαδικασία της ωρίμανσης μέσω δύο διαδοχικών ενδονουκλεοτιδικών πέψεων οι 
οποίες διαμεσολαβούνται από δύο RNA ΙΙΙ ένζυμα, την Drosha και τη Dicer [262-265] 
(Εικόνα 27). Πιο συγκεκριμένα, το pri–miRNA υφίσταται πέψη από την RNάση 
Drosha (η οποία για να δράσει απαιτεί την παρουσία του DGCR8) και παράγεται το 
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πρόδρομο microRNA (pre–miRNA) που έχει τη μορφή βρόχου – φουρκέτας και 
μήκος περίπου 70 νουκλεοτίδια [266]. Στη συνέχεια, το pre–miRNA εξάγεται από τον 
πυρήνα στο κυτταρόπλασμα με τη βοήθεια της μεταφορικής πρωτεΐνης Exportin 5 
μέσω υδρόλυσης GTP [267]. Η διαδικασία παραγωγής του ενεργού μορίου 
microRNA ολοκληρώνεται με την ωρίμανση του πρόδρομου microRNA και την 
παραγωγή του ώριμου microRNA μέσω της δράσης της ενδοριβονουκλεάσης Dicer. 
H Dicer είναι μια πολύ καλά συντηρημένη RNase III ανάμεσα στους ευκαρυωτικούς 
οργανισμούς. Η Dicer με την ιδιότητα ελικάσης που έχει επεξεργάζεται το πρόδρομο 
microRNA και παράγει ένα μόριο περίπου 22 νουκλεοτιδίων που είναι το τελ ικό 
ώριμο microRNA [268]. Τα microRNAs αλληλεπιδρούν με ένα σύμπλοκο πρωτεϊνών 
που ονομάζεται RISC, προωθώντας την αποδόμηση του mRNA στόχου ή την 
καταστολή της μετάφρασης [263, 269, 270].  
 
 
Εικόνα 27: Ο μηχανισμός βιογένεσης των microRNAs [271] 
 
Α.4.1 Τα microRNAs στην Οστεοαρθρίτιδα 
Μελέτες διερεύνησης της έκφρασης microRNAs στον ΟΑ και στο φυσιολογικό 
χόνδρο μέσω μικροσυστοιχιών οδήγησαν στην περιγραφή εννέα υπερεκφραζόμενων 
(miR–16, miR–22, miR–23b, miR–30b, miR–103, miR–223, miR–377, miR–483 και 
miR–509) και επτά υποεκφραζόμενων microRNAs (miR–25, miR–26a, miR–29a, 
miR–140, miR–210, miR–337 και miR–373) στον ΟΑ χόνδρο συγκριτικά με το 
φυσιολογικό [100]. Πιο συγκεκριμένα, το miR–22 φαίνεται να εμπλέκεται στη 
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διαδιακασία της φλεγμονής εμφανίζοντας ισχυρή συσχέτιση με την παχυσαρκία 
[100], το miR–9 ρυθμίζει την έκφραση της MMP–13, ενώ τα miR–9, miR–98 και miR–
146 ενέχονται στη ρύθμιση του παράγοντα νέκρωσης όγκων (tumor necrosis factor, 
TNF) προτείνοντας την προστατευτική τους δράση στον ΟΑ χόνδρο [100, 272]. Μία 
επιπλέον μελέτη βασιζόμενη σε μικροσυστοιχίες έδειξε ότι το miR–483–5p 
υπερεκφράζεται στα OA χονδροκύτταρα, ενώ τα miR–149, miR–582–3p, miR–1227, 
miR–634, miR–576–5p, και miR–641 υπερεκφράζονται στο φυσιολογικό χόνδρο, 
ασκώντας τη δράση τους στο χόνδρο μέσω της TGF, Wnt, και Erb σηματοδότησης 
[273].  
Ένα από τα miRNAs που εκφράζεται αποκλειστικά στα χονδροκύτταρα και 
διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη διαδικασία της χονδρογένεσης είναι το microRNA–
140 [274], με την υπερέκφραση ή αποσιώπησή του να έχει σημαντική επίδραση στην 
εξέλιξη της ΟΑ in vivo και να ρυθμίζει άμεσα την έκφραση της MMP–13 in vitro [275, 
276]. Άλλες μελέτες αναφέρονται στη ρύθμιση της έκφρασης της MMP–13 από τα 
miR–27a, miR–27b [277, 278], και από το miR–146a, η έκφραση του οποίου 
μειώνεται σε προχωρημένα στάδια της ΟΑ οπότε και η έκφραση της MMP–13 είναι 
ιδιαιτέρως αυξημένη [279].   
Πρόσφατες μελέτες στον ΟΑ και στο φυσιολογικό χόνδρο έδειξαν μειωμένη 
έκφραση των miR–125b [280], miR–558 [281], miR–127–5p [282] και miR–148a 
[283] στην ΟΑ, ενώ η υπερέκφραση του miR–21 στην OA καταστέλλει τη διαδικασία 
της χονδρογένεσης και επάγει την έκφραση των καταβολικών ενζύμων MMP1, 
MMP2, MMP3, και MMP9 [284]. Επιπλέον, το συγκεκριμένο microRNA φαίνεται να 
ρυθμίζεται από αυξητικούς παράγοντες όπως ο TGF–β και από σηματοδοτικά 
μονοπάτια με σημαντική δράση στην εμφάνιση και εξέλιξη της ΟΑ, μεταξύ των 
οποίων είναι τα μονοπάτια Wnt και Smad [285]. Σε μια πρόσφατη μελέτη, ο Beyer και 
οι συνεργάτες μελέτησαν την έκφραση των κυκλοφορούντων microRNAs σε ασθενείς 
με OA και σε υγιή άτομα, με τα microRNAs let–7e, miR–454 και miR–885–5p να 
αναδεικνύονται ως σημαντικοί προγνωστικοί δείκτες για την εμφάνιση ΟΑ γόνατος ή 
ισχίου [286].  
Καθώς όλο και περισσότερα microRNAs φαίνεται να διαδραματίζουν 
σημαντικό ρόλο στις διαδικασίες της χονδρογένεσης, της διατήρησης της 
ομοιοστασίας του χόνδρου και σε διαδικασίες που προδιαθέτουν για εμφάνιση και 
εξέλιξη της νόσου, είναι σημαντική η αναγνώριση νέων miRs και των μηχανισμών 
που ελέγχουν για την ανάδειξη νέων θεραπευτικών στόχων  στα πλαίσια της 
πρόληψης και αντιμετώπισης της ΟΑ.  
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Α.4.2 Τα microRNAs στο μεταβολισμό των λιπιδίων και στα μεταβολικά 
νοσήματα: Ο ρόλος του microRNA–33a 
Μέχρι σήμερα, έχουν περιγραφεί αρκετά microRNAs τα οποία φαίνεται να 
δρουν ως ρυθμιστές του μεταβολισμού των λιπιδίων, συμπεριλαμβανομένων των 
miR–122, miR–370, miR–378/378*, miR–758, miR–335, miR–106b, miR–125a–5p, 
miR–143, miR–27, miR–29a, miR–302a, miR–335 και miR–33 [287-297]. Μεταξύ 
αυτών, το miR–122 είναι το πιο καλά μελετημένο ως ρυθμιστής της ολικής 
χοληστερόλης του πλάσματος και του μεταβολισμού στο ήπαρ [288, 289], ενώ οι πιο 
πρόσφατες έρευνες έχουν στραφεί στη διερεύνηση του ρόλου του miR–33 στο 
μεταβολισμό των λιπιδίων και στα μεταβολικά νοσήματα [297-301].  
Το miR–33 ανακαλύφθηκε το 2004 αλλά μόλις το 2010 ξεκίνησαν να 
πραγματοποιούνται οι πρώτες μελέτες της δράσης του. Εκφράζεται σε διάφορους 
ιστούς και σε πληθώρα κυτταρικών τύπων και χωρίζεται σε δύο μορφές: το miR–33a 
και το miR–33b τα οποία κωδικοποιούνται από εσώνια που εδράζονται στα γονίδια 
SREBP–2 και SREBP–1 αντίστοιχα [297, 301, 302]. Ενώ οι ώριμες μορφές των δύο 
microRNAs διαφέρουν μόνο σε 2 νουκλεοτίδια και έχουν τα ίδια γονίδια – στόχους, η 
βασική διαφορά τους έγκειται στην εξελικτική τους διατήρηση. Το miR–33a 
κωδικοποιείται από το εσώνιο 16 του γονιδίου SREBP–2 και η αλληλουχία του είναι 
συντηρημένη σε πολλά είδη οργανισμών, ενώ το miR–33b το οποίο κωδικοποιείται 
από το εσώνιο 17 του γονιδίου SREBP–1 εντοπίζεται μόνο στα ανώτερα θηλαστικά 
[301, 302] (εικόνα 28).  
 
 
Εικόνα 28: Κωδικοποιούσες αλληλουχίες των miR–33b και miR–33a από τα εσώνια των γονιδίων 
SREBP–1 και SREBP–2 αντίστοιχα [301] 
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Η ενεργοποίηση των SREBPs στα πλαίσια του μεταβολισμού των λιπιδίων 
φαίνεται να προκαλεί και την ενεργοποίηση των miR–33, ενισχύοντας την άποψη ότι 
τα microRNAs που κωδικοποιούνται από εσώνια γονιδίων συνεκφράζονται με τα 
αντίστοιχα γονίδια [297]. Το miR–33a καταστέλλει την έκφραση γονιδίων που 
ενέχονται στην έξοδο της χοληστερόλης από τα κύτταρα όπως είναι η ABCA1, η 
οποία διαθέτει στην 3' αμετάφραστη περιοχή της, τρεις εξαιρετικά συντηρημένες 
αλληλουχίες πρόσδεσης του εν λόγω microRNA [297, 300, 301] (εικόνα 29). 
Επιπλέον, έχει διαπιστωθεί ότι κύτταρα στα οποία υπερεκφράζεται το miR–33a 




Εικόνα 29: Αλληλουχίες πρόσδεσης του miR–33 στην 3’ αμετάφραστη περιοχή της ABCA1 [297] 
 
Η κωδικοποιούσα περιοχή του miR–33a, είναι εξαιρετικά συντηρημένη σε 
πολλά είδη, μεταξύ των οποίων και στη Drosophila melanogaster, η οποία δε 
συνθέτει στερόλες, ούτε εκφράζει ABCA1. Τα Srebp γονίδιά της ρυθμίζουν την 
παραγωγή λιπαρών οξέων και έχουν δράση παρόμοια με αυτή του ανθρώπινου 
γονιδίου SREBP–1 προτείνοντας την ύπαρξη επιπλέον λειτουργιών των miR–33a και 
–b, ενώ μεταξύ των γονιδίων – στόχων τους είναι τα CPT1A (carnitine 
palmitoyltransferase 1A), CROT (carnitine O–octanoyltransferase) και HADHB 
(hydroxyacyl–CoA dehydrogenase/3–ketoacy–CoA thiolase/enoyl–CoA hydratase) 
[303]. Όσον αφορά στο ρόλο του miR–33 στο μεταβολισμό της γλυκόζης, έχει δειχθεί 
ότι η υπερέκφραση του miR–33b μειώνει την πρόσληψη της  2–DOG (insulin–
induced 2–deoyxglucose) από τα κύτταρα του ήπατος, παρέχοντας δεδομένα για το 
ρόλο που διαδραματίζει το miR–33 στη ρύθμιση της ινσουλινο–εξαρτώμενης 
σηματοδότησης [303] (εικόνα  30).  
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Εικόνα 30: Γονίδια – στόχοι των miR–33a και miR–33b  
 
Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η χρήση ανταγωνιστών των microRNAs 
(antago–microRNAs), τα οποία μειώνουν τα επίπεδα των αντίστοιχων ενδογενών 
microRNAs. Η χρήση του antago–miR–33a τόσο in vitro όσο και in vivo αυξάνει 
σημαντικά τα επίπεδα έκφρασης της ABCA1, επάγει την έξοδο της περίσσειας 
χοληστερόλης από τα κύτταρα στην ApoA1, και αυξάνει τα επίπεδα της HDL στο 
πλάσμα ποντικών [297-301, 304]. Επιπλέον, η αποσιώπηση της έκφρασης του miR–
33a σε γενετικά τροποποιημένα ποντίκια αυξάνει την έκφραση της ABCA1 στο ήπαρ 
καθώς και τα κυκλοφορούντα επίπεδα της HDL κατά 25% [299].  
Όλα τα παραπάνω έχουν αναδείξει την εφαρμογή της anti–miR–33 θεραπείας 
ως ένα σημαντικό εργαλείο για τη θεραπεία ή/και την πρόληψη της στεφανιαίας 
νόσου στην οποία τα μειωμένα επίπεδα της HDL αποτελούν ίσως το σημαντικότερο 
παράγοντα κινδύνου. Επιπλέον, δεδομένου ότι η απορρύθμιση των σηματοδοτικών 
μονοπατιών που ενέχονται στο μεταβολισμό των λιπιδίων αποτελεί κύριο αίτιο 
εμφάνισης αθηρωμάτωσης, μεταβολικού συνδρόμου και άλλων μεταβολικών 
νοσημάτων, η μελέτη του miR–33, κύριου ρυθμιστή των εν λόγω μονοπατιών 
αποτελεί υποσχόμενο στόχο για τη θεραπεία της δυσλιπιδαιμίας, των 
καρδιαγγειακών νοσημάτων και άλλων εμπλεκόμενων ασθενειών. 
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Α.5 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚA ΖΩΙΚA ΜΟΝΤEΛΑ  
Με τον όρο «πειραματικό ζωικό μοντέλο» μιας ανθρώπινης νόσου 
αναφερόμαστε σ’ ένα ομοιογενές σύνολο ζώων τα οποία φέρουν μία συγγενή ή 
επίκτητη παθολογική κατάσταση που προσομοιάζει, ως προς ένα ή περισσότερα 
σημεία, μία αντίστοιχη παθολογική κατάσταση στον άνθρωπο [305, 306]. Τα ζωικά 
μοντέλα μπορούν να χωριστούν σε τέσσερις κατηγορίες: τα προκλητά, τα 
αυθόρμητα, τα αρνητικά και τα ορφανά μοντέλα. 
 
α. Προκλητά μοντέλα 
Πρόκειται για μοντέλα στα οποία η υπό μελέτη κατάσταση προκαλείται πειραματ ικά 
είτε με χειρουργική επέμβαση είτε με τη χορήγηση βιολογικά ενεργών ουσιών έτσι 
ώστε να προκληθεί αντιστοιχία αιτιολογίας και συμπτωμάτων με την αντίστοιχη 
κατάσταση στον άνθρωπο. Το προκλητό μοντέλο είναι η μόνη κατηγορία στην οποία 
υπάρχει η ελεύθερη επιλογή είδους ζώου. Μία νέα κατηγορία προκλητών μοντέλων 
είναι τα διαγονιδιακά ζώα στο γονιδίωμα των οποίων εισάγεται τεχνητά ξένο γενετικό 
υλικό. 
 
β. Αυθόρμητα μοντέλα 
Στην κατηγορία αυτή περιλαμβάνονται ζωικά μοντέλα ανθρώπινων ασθενειών τα 
οποία εκμεταλλεύονται τη φυσική εμφάνιση γενετικών παραλλαγών. Μέχρι σήμερα 
έχουν χαρακτηριστεί και διατηρηθεί εκατοντάδες είδη ζώων με κληρονομικές 
ασθένειες που προσομοιάζουν ανθρώπινες ασθένειες. 
 
γ. Αρνητικά μοντέλα 
To αντίθετο των αυθόρμητων και των προκλητών μοντέλων είναι τα αρνητικά 
μοντέλα στα οποία μία συγκεκριμένη ασθένεια δεν εκδηλώνεται. Σε αυτά τα μοντέλα 
περιλαμβάνονται είδη ζώων τα οποία δεν αντιδρούν σε ένα συγκεκριμένο ερέθισμα 
στο οποίο όμως αντιδρά κάποιο άλλο είδος.  
 
δ. Ορφανά μοντέλα 
Περιγράφει μία κατάσταση η οποία συμβαίνει φυσιολογικά σε ένα είδος ζώου αλλά 
δεν έχει περιγραφεί ακόμη στον άνθρωπο και η οποία υιοθετείται όταν συμβαίνει μία 
παρόμοια κατάσταση στον άνθρωπο. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι μόνο σπάνια ένα 
ζωικό μοντέλο προσομοιάζει πλήρως μία παθολογική κατάσταση που παρατηρείται 
στον άνθρωπο. Γι' αυτό το λόγο, είναι αρκετό ένα μοντέλο να προσομοιάζει συνήθως 
μία μόνο πτυχή της αντίστοιχης παθολογικής κατάστασης στον άνθρωπο.  
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Α.5.1 Το μοντέλο ACLT (Anterior Cruciate Ligament Transection) σε κουνέλια 
Νέας Ζηλανδίας ως πειραματικό ζωικό μοντέλο Οστεοαρθρίτιδας 
Η χρήση πειραματικών ζωικών μοντέλων είναι ιδιαίτερα χρήσιμη για τη μελέτη 
της οστεοαρθρίτιδας, σε συνδυασμό με την in vitro έρευνα σε ανθρώπινους ιστούς με 
σκοπό την πλήρη κατανόηση της παθοφυσιολογίας της νόσου και την ανακάλυψη 
νέων θεραπευτικών μέσων. Σ’ αυτή την κατεύθυνση διάφορα είδη ζώων έχουν 
χρησιμεύσει για την προώθηση της έρευνας στην ΟΑ, συμπεριλαμβανομένων των 
ποντικών, των αρουραίων, των ινδικών χοιριδίων, των κουνελιών, των σκύλων και 
των αλόγων [307, 308]. Μεταξύ αυτών, η χρήση των κουνελιών ως πειραματικό 
ζωικό μοντέλο ΟΑ προσφέρει αρκετά πλεονεκτήματα σε σχέση με τα άλλα ζωικά 
μοντέλα, με αποτέλεσμα τα συγκεκριμένα ζώα να χρησιμοποιούνται συχνά για τη 
μελέτη της ΟΑ. Πιο συγκεκριμένα, η ανατομία του γόνατος του κουνελιού έχει πολλές 
ομοιότητες με την αντίστοιχη ανθρώπινη άρθρωση, και το μέγεθός της είναι τέτοιο 
ώστε καθιστά ιδιαίτερα εύκολη τη συλλογή ικανής ποσότητας ιστού για ιστολογική 
ή/και μοριακή εξέταση, κάτι το οποίο αποτελεί σημαντικό περιοριστικό παράγοντα 
στην περίπτωση μικρότερων ζωικών μοντέλων.  Επιπλέον, τα σκελετικά ώριμα 
κουνέλια διαθέτουν κλειστές επιφύσεις, όπως συμβαίνει και σε ενήλικες ανθρώπους , 
συνεπώς οι πλάκες ανάπτυξης στα μακρά οστά δε διατηρούν πλέον την ικανότητα 
για περαιτέρω ανάπτυξη. Αντίθετα, στην περίπτωση των ποντικών και των 
αρουραίων κάτι τέτοιο δε συμβαίνει με αποτέλεσμα η ανάπτυξη των οστών να 
συνεχίζεται ακόμη και σε ώριμα ζώα. Το γεγονός αυτό περιπλέκει την ερμηνεία των 
δεδομένων που προκύπτουν από τη χρήση των συγκεκριμένων ζώων για τη μελέτη 
της ΟΑ [307].  
Στις περισσότερες περιπτώσεις διερεύνησης της ΟΑ με τη βοήθεια 
πειραματικών ζωικών μοντέλων, χρησιμοποιούνται σκελετικά ώριμα, αρσενικά, λευκά 
κουνέλια Νέας Ζηλανδίας (New Zealand white rabbits) σε μια προσπάθεια να 
διασφαλιστεί η μη περαιτέρω ανάπτυξη των οστών, και ο περιορισμός της επίδρασης 
των ορμονών ώστε να υπάρχει καλύτερος έλεγχος της πιθανής μεταβλητότητας των 
αποτελεσμάτων της έρευνας. Η εμφάνιση ΟΑ στα κουνέλια επιτυγχάνεται μέσω 
χειρουργικής επέμβασης (μηνισκεκτομή ή διατομή του προσθίου χιαστού συνδέσμου 
[ACLT]), ή με τη χορήγηση χημικών ουσιών (π.χ IL–1β, κολλαγενάση, κ.λπ.). Η 
πλειοψηφία των μελετών χρησιμοποιούν το μοντέλο ACLT καθώς προσφέρει αρκετά 
πλεονεκτήματα. Τα κουνέλια τα οποία έχουν υποστεί διατομή του προσθίου χιαστού 
συνδέσμου αναπτύσσουν μετεγχειρητικά και σε σύντομο χρονικό διάστημα (λιγότερο 
από 4 εβδομάδες) βλάβες στην άρθρωση οι οποίες προσομοιάζουν σε μεγάλο βαθμό 
τις αλλοιώσεις που παρατηρούνται στην ανθρώπινη ΟΑ άρθρωση. Επιπλέον, έχει 
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αναπτυχθεί ένα σύστημα καθορισμού και σταδιοποίησης της ΟΑ  με βάση τις αλλαγές 
που παρατηρούνται σε όλα τα στοιχεία της άρθρωσης των κουνελιών, παρόμοιο με 
αυτό του ανθρώπου [307], διευκολύνοντας σε μεγάλο βαθμό την αξιολόγηση και τη 
σύγκριση των in vitro και των in vivo αποτελεσμάτων. Πιο συγκεκριμένα, ο συνολικός 
βαθμός σοβαρότητας της νόσου στο ζωικό μοντέλο προσδιορίζεται από τους  
αριθμούς 0 – 4 ως εξής: βαθμός 0: απουσία ακτινολογικών χαρακτηριστικών 
οστεοαρθρίτιδας, φυσιολογική άρθρωση, βαθμός 1: διάβρωση επιφάνειας με μέτριας 
μορφής ίνωση χόνδρου, βαθμός 2: σαφής διάβρωση του χόνδρου που εκτείνεται και 
στην ενδιάμεση στοιβάδα, βαθμός 3: σοβαρού βαθμού διάβρωση του χόνδρου έως 
και τις βαθύτερες στοιβάδες, βαθμός 4: σοβαρού βαθμού διάβρωση του χόνδρου, 
πάχυνση του υποχόνδριου οστού. 
 
Α.6 ΣΚΟΠOΣ ΤΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒHΣ 
 Σκοπός της παρούσας διατριβής είναι η διερεύνηση της έκφρασης γονιδίων 
που εμπλέκονται στο μεταβολισμό των λιπιδίων στην οστεοαρθρίτιδα, των πιθανών 
μηχανισμών που ελέγχουν τη δράση τους στον οστεοαρθριτικό χόνδρο, και η 
ανάδειξη νέων πιθανών θεραπευτικών μορίων – στόχων τα οποία θα στοχεύουν 
στην αναστροφή του οστεοαρθριτικού φαινοτύπου των χονδροκυττάρων, μέσω in 
vitro και in vivo μελέτης. 
Συγκεκριμένα διερευνήθηκαν:  
o η μεταγραφική και πρωτεϊνική έκφραση γονιδίων με σημαντική δράση στο 
μεταβολισμό της χοληστερόλης όπως του μεταγραφικού παράγοντα SREBP–
2 και του γονιδίου – στόχου του HMGCR, σε φυσιολογικά και οστεοαρθριτικά 
χονδροκυττάρα 
o η πρωτεϊνική έκφραση των λιπιδικών κινασών PI3k και Akt σε φυσιολογικά 
και οστεοαρθριτικά χονδροκυττάρα 
o η μεταγραφική και πρωτεϊνική έκφραση της ιντεγκρίνης aV και του αυξητικού 
παράγοντα μετασχηματισμού TGF–β1 σε φυσιολογικά και οστεοαρθριτικά 
χονδροκυττάρα  
o ο ρόλος του TGF–β1 στην ενεργοποίηση των γονιδίων SREBP–2 και 
HMGCR  μέσω του σηματοδοτικού μονοπατιού PI3k/Akt στον οστεοαρθριτικό 
χόνδρο μετά από επίδραση του TGF–β1 σε καλλιέργειες χονδροκυττάρων  
o ο ρόλος του TGF–β1 στην έκφραση του καταβολικού ενζύμου, ΜΜΡ–13 και 
των αναβολικών μορίων COL2A1 και ACAN 
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o ο ρόλος της αναστολής των ιντεγκρινών στην έκφραση των γονιδίων SREBP–
–2 και HMGCR, στο σηματοδοτικό μονοπάτι PI3k/Akt και στην έκφραση των 
γονιδίων ΜΜΡ–13, COL2A1 και ACAN 
o ο ρόλος του miR–33a στη ρύθμιση του επαγόμενου από τον TGF–β1 
σηματοδοτικού μονοπατιού PI3k/Akt και συγκεκριμένα στη φωσφορυλίωση 
της Akt 
o ο ρόλος του miR–33a και του αναστολέα του στη ρύθμιση της έκφρασης των 
γονιδίων ABCA1, ApoA1, LXRα και LXRβ, που ευθύνονται για την έξοδο της 
χοληστερόλης από τα ΟΑ χονδροκύτταρα 
o ο ρόλος του miR–33a και του αναστολέα του στην έκφραση της ΜΜΡ–13 που 
ευθύνεται για τον εκφυλισμό του αρθρικού  
o η εγκατάσταση ΟΑ σε πειραματικό ζωικό μοντέλο ΟΑ, επαγόμενο με διατομή 
του πρόσθιου χιαστού συνδέσμου (ACLT) σε λευκά κουνέλια Νέας Ζηλανδίας 
o η μεταγραφική έκφραση του γονιδίου SREBP–2, σημαντικού ρυθμιστή του 
μεταβολισμού της χοληστερόλης σε φυσιολογικά και οστεοαρθριτικά 
χονδροκύτταρα κουνελιών 
o ο ρόλος της αναστολής της TGF–β σηματοδότησης in vivo, στην έκφραση 
των γονιδίων SREBP–2, COL2A1, ACAN, MMP–13 και COLX στο χόνδρο 
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Β. ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
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Β.1 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
Β.1Α in vitro πειραματική διαδικασία 
Β.1Α.1 Συλλογή δειγμάτων-Έγκριση με αριθμό πρωτοκόλλου:74/20-3-2007 
Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν δείγματα αρθρικού χόνδρου που 
ελήφθησαν από ασθενείς οι οποίοι υπεβλήθησαν σε ολική αρθροπλαστική γόνατος 
λόγω πρωτοπαθούς ΟΑ στην Ορθοπαιδική κλινική του Πανεπιστημιακού Γενικού 
Νοσοκομείου Λάρισας. Από όλους τους ασθενείς που έλαβαν μέρος στη μελέτη 
ελήφθη επίσης αρθρικό υγρό υπό άσηπτες συνθήκες στο χώρο του χειρουργείου και 
περιφερικό αίμα. Συνολικά 49 δείγματα οστεοαρθριτικού χόνδρου συμπεριελήφθησαν 
στη μελέτη (9 άνδρες και 40 γυναίκες, με μέσο όρο ηλικίας 66.7±7.6 έτη). Ασθενείς με 
ρευματοειδή αρθρίτιδα ή άλλα αυτοάνοσα νοσήματα, χονδροδυσπλασία, σηπτική 
αρθρίτιδα και μετα–τραυματική ΟΑ αποκλείστηκαν από τη μελέτη.  
Σε όλους τους ασθενείς πραγματοποιήθηκε ακτινογραφικός έλεγχος προτού 
υποβληθούν σε ολική αρθροπλαστική και οι ακτινογραφίες βαθμολογήθηκαν με βάση 
το σύστημα Kellgren–Lawrence με βάση τα ακόλουθα κριτήρια: κατηγορία 0: 
φυσιολογική άρθρωση,  κατηγορία 1: ελάχιστα οστεόφυτα,  κατηγορία 2: σαφή 
οστεόφυτα, κατηγορία 3: οστεόφυτα και στένωση μεσαρθρίου διαστήματος, 
κατηγορία 4: οστεόφυτα, στένωση μεσαρθρίου διαστήματος και σκλήρυνση 
υποχόνδριου οστού. Όλοι οι ασθενείς εμφάνισαν βαθμολογία  3 στην κλίμακα 
Kellgren–Lawrence με το 90% αυτών να έχουν βαθμολογηθεί με 4. 
Την ομάδα ελέγχου αποτέλεσαν 14 άτομα (3 άνδρες και 11 γυναίκες, με μέσο 
όρο ηλικίας 59.9 ± 7.3 έτη)  τα οποία υπεβλήθησαν σε χειρουργική αποκατάσταση 
καταγμάτων ή ακρωτηριασμό και δεν είχαν ιστορικό παθήσεων των αρθρώσεων ή 
αλλοιώσεις συμβατές με ΟΑ όπως προέκυψε μετά από ακτινολογικό έλεγχο. 
 
Β.1Α.2  Απομόνωση και καλλιέργεια χονδροκυττάρων  
Η απομόνωση και καλλιέργεια των χονδροκυττάρων έγινε από τμήμα 
αρθρικού χόνδρου που ελήφθη άσηπτα κατά τη διάρκεια της ολικής αρθροπλαστικής 
γόνατος. Αμέσως μετά την παραλαβή του δείγματος από το χειρουργείο έγινε 
έκπλυση του ιστού με το ρυθμιστικό διάλυμα Phosphate Buffer Saline (PBS w/o 
Ca2+,Mg2+, HyClone)  ώστε να καθαριστεί από τα υπολείμματα του χειρουργείου και 
να διατηρηθεί σταθερό το pH του. 
Για την απομόνωση των χονδροκυττάρων ο ιστός υπεβλήθη σε ενζυμική 
κατεργασία αρχικά με προνάση, η οποία διασπά τις πρωτεογλυκάνες ώστε να 
απελευθερωθούν οι ίνες του κολλαγόνου, και κατόπιν με κολλαγενάση, η οποία 
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οδηγεί σε διάσπαση των κολλαγόνων ινών και απελευθέρωση των χονδροκυττάρων 
από το δίκτυο των πρωτεϊνών εξωκυττάριας ουσίας που τα περιβάλλει.   
Για την καλλιέργεια των χονδροκυττάρων χρησιμοποιήθηκε το θρεπτικό υλικό 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium / Ham’s F–12 (DMEM/F–12, GIBCO BRL, UK). 
Το θρεπτικό υλικό πριν τη χρήση του εμπλουτίζεται με ορό εμβρύου βοός (Fetal 
Bovine Serum, FBS, Gibco) σε αναλογία 5% του όγκου τoυ θρεπτικού υλικού, ο 
οποίος παρέχει αναγκαίους αναπτυξιακούς παράγοντες για τον κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό, καθώς και με αντιβιοτικά πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη (penicillin–
streptomycin, P/S) σε αναλογία 0,5% του όγκου του θρεπτικού υλικού.  
Η ανάπτυξη των κυττάρων έγινε σε επωαστικό κλίβανο (Heraus Instruments), 
ο οποίος παρέχει σταθερή θερμοκρασία 37ο C, κατάλληλες συνθήκες  υγρασίας και 
εμπλουτισμένη ατμόσφαιρα με 5% CO2. Η καλλιέργεια πραγματοποιήθηκε σε ειδικό 
στείρο χώρο και όλοι οι χειρισμοί των κυττάρων έγιναν μέσα σε εστία κάθετης 
νηματικής ροής προς αποφυγή εξωτερικών μολύνσεων. Η παρατήρηση των 
κυττάρων έγινε σε μικροσκόπιο ανάστροφης φάσης (Axiovert S100, Zeiss). 
Αναλυτικά ακολουθήθηκε η παρακάτω διαδικασία: 
1) Ξέπλυμα του ιστού με το ρυθμιστικό διάλυμα PBS w/o Ca2+,Mg2+ . 
2) Τεμαχισμός του ιστού με αποστειρωμένο νυστέρι. 
3) Μεταφορά των τεμαχίων σε τρυβλίο petri χωρητικότητας 2ml θρεπτικού υλικού 
4) Προσθήκη προνάσης (Pronase, Roche) 5mg/ml σε 2 ml πλήρες θρεπτικό υλικό 
και επώαση στον κλίβανο (37οC, 5% CO2) για 30 λεπτά. 
5) Αφαίρεση του υπερκειμένου με αποστειρωμένη πιπέτα Pasteur μιας χρήσης. 
6) Προσθήκη κολλαγενάσης (Collagenase P, Roche) 5mg/ml σε 2ml πλήρες 
θρεπτικό υλικό και επώαση στον κλίβανο (37οC, 5% CO2) για 24 ώρες.  
Την επόμενη ημέρα: 
7) Μεταφορά του υπερκειμένου σε πλαστικό σωληνάριο των 15ml (falcon), 
φυγοκέντρηση στις 2000rpm για 5min σε θερμοκρασία δωματίου, απόρριψη του 
υπερκειμένου, αναδιάλυση του ιζήματος με 2ml φρέσκου θρεπτικού υλικού και 
επανάληψη της διαδικασίας άλλες δύο φορές. 
8) Μεταφορά των κυττάρων σε φλάσκα των 25cm3 μαζί με 5 ml πλήρες θρεπτικό 
υλικό και επώαση στον κλίβανο (37οC, 5% CO2). 
 
Τα χονδροκύτταρα αρχικά είναι στρογγυλά και βρίσκονται ελεύθερα στο θρεπτικό 
υλικό. Μετά από 48 ώρες προσκολλώνται στην επιφάνεια της φλάσκας και αποκτούν 
πεπλατυσμένο, πολυγωνικό σχήμα, όπως φαίνεται στην εικόνα 31 που ακολουθεί . 
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Εικόνα 31: Χονδροκύτταρα σε καλλιέργεια 48 ωρών (μεγέθυνση 20x) 
 
Η ανακαλλιέργεια των χονδροκυττάρων γινόταν κάθε 7 ημέρες περίπου, 
ανάλογα με το μέγεθος του αρχικού ιστού και τον αριθμό των κυττάρων που 
απομονώνονταν,  όταν τα χονδροκύτταρα είχαν αυξήσει τον πληθυσμό τους και είχαν  
καλύψει όλη την επιφάνεια της φλάσκας. Μετά από 1 έως 2 ανακαλλιέργειες γινόταν 
και κατάψυξη των κυττάρων για μελλοντική χρήση. 
Για την ανακαλλιέργεια των κυττάρων απαιτούνταν η αποκόλλησή τους. 
Αρχικά γινόταν αφαίρεση του  καλλιεργητικού υλικού από τη φλάσκα, έκπλυση με 
5ml PBS w/o Ca++, Mg++  και κατόπιν  προσθήκη θρυψίνης (1ml). Η θρυψίνη είναι ένα 
ένζυμο, το οποίο διασπά τις συνδέσεις των κυττάρων με την επιφάνεια 
προσκόλλησής τους και έτσι τα κύτταρα αποκολλώνται και μπορούν να συλλεχθούν.  
Οι φλάσκες παρέμεναν στον επωαστικό κλίβανο για 5 λεπτά περίπου μέχρι τα 
κύτταρα να αποκολληθούν (μέγιστος χρόνος 10 λεπτά). Η αποκόλληση των 
κυττάρων ελέγχονταν στο μικροσκόπιο και στη συνέχεια, για τη διακοπή της δράσης 
της θρυψίνης, προστίθεντο άμεσα πλήρες θρεπτικό υλικό σε δεκαπλάσια ποσότητα 
από αυτή της θρυψίνης και ακολούθως γινόταν διαδοχικές φυγοκεντρήσεις και 
εκπλύσεις προς απομόνωση των κυττάρων. Στη συνέχεια γινόταν μέτρηση των 
κυττάρων στο μικροσκόπιο με πλάκα Newbauer: 20μl από το κυτταρικό εναιώρημα 
αναμιγνύονταν με 20μl Trypan Blue και στη συνέχεια τοποθετούνταν πάνω στην 
πλάκα. Το Trypan Blue βάφει μπλε τα κύτταρα των οποίων η κυτταρική μεμβράνη 
έχει υποστεί αλλοιώσεις, όπως τα αποπτωτικά και νεκρωτικά κύτταρα. Τα υγιή 
κύτταρα δεν βάφονται και είναι αυτά που μετρώνται. Με τον τρόπο αυτό υπολογίζεται 
η συγκέντρωση του κυτταρικού εναιωρήματος και γίνεται η τοποθέτηση των 
κυττάρων σε καινούργιες φλάσκες σε συγκέντρωση 1 – 2 x106 κύτταρα/ml φρέσκου 
θρεπτικού υλικού. 
Για την κατάψυξη των κυττάρων, τα κύτταρα τοποθετούνται σε ειδικό 
κρυοφιαλίδιο σε συγκέντρωση 4 – 5 x 106/ml θρεπτικού υλικού το οποίο περιέχει 
10% Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (Sigma Aldrich) και 30% FBS χωρίς προσθήκη 
αντιβιοτικών. Το DMSO συντελεί στην αργή ψύξη των κυττάρων και του θρεπτικού 
υλικού, αποφεύγοντας τη δημιουργία κρυστάλλων που θα κατέστρεφαν την 
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κυτταρική μεμβράνη. Η κατάψυξη των κυττάρων γίνεται σταδιακά. Αρχικά το 
κρυοφιαλίδιο τοποθετείται στους – 20ο C για 4 ώρες, κατόπιν στους – 80ο C για 24 
ώρες και τελικά στους – 150ο C.   
Σε αντίθεση με την σταδιακή κατάψυξη των κυττάρων, η απόψυξή τους 
γίνεται γρήγορα με την τοποθέτηση του κρυοφιαλιδίου σε υδατόλουτρο στους 37 οC 
και άμεση μεταφορά του περιεχομένου του φιαλιδίου σε σωληνάριο των 15 ml το 
οποίο περιέχει 5 ml πλήρες θρεπτικό υλικό. Το σωληνάριο φυγοκεντρείται για 5 
λεπτά, το υπερκείμενο απομακρύνεται και τα κύτταρα επαναδιαλύονται σε 6 ml 
πλήρους θρεπτικού υλικού και τοποθετούνται σε φλάσκα των 25 cm3 και στη 
συνέχεια στον επωαστικό κλίβανο.  
 
Β.1Α.3  Απομόνωση RNA από καλλιεργημένα χονδροκύτταρα 
Από τις καλλιέργειες των χονδροκυττάρων απομονώθηκε mRNA για τη 
διερεύνηση της μεταγραφικής έκφρασης γονιδίων ακολουθώντας την παρακάτω 
διαδικασία: 
1) Σε χονδροκύτταρα αποκολλημένα από τη φλάσκα προστέθηκε 1 ml Trizol 
(Invitrogen, Life Technologies, Paisley, UK) με στόχο τη λύση των κυττάρων. 
2) Τα δείγματα επωάστηκαν για 5min στο υδατόλουτρο στους 15 – 30°C. 
3) Προστέθηκε σε καθένα 200 μl χλωροφόρμιο, ακολούθησε έντονη ανακίνησή τους 
για 15 sec και επώαση για άλλα 2 – 3min στο υδατόλουτρο στους 15 – 30°C. 
4) Ακολούθησε φυγοκέντρηση των δειγμάτων στις 13000 rpm  για 15 min στους 4 °C. 
5) Μετά την φυγοκέντρηση σε κάθε σωληνάριο υπήρχαν τρεις φάσεις: η υποκείμενη 
φάση που περιείχε Trizol / χλωροφόρμιο, η μεσόφαση και η ανώτερη υδατική 
φάση στην οποία έχει απομονωθεί το RNA. 
6) Η ανώτερη υδατική φάση που περιέχει το RNA, μεταφέρθηκε σε νέο σωληνάριο 
των 2 ml όπου πραγματοποιήθηκε η κατακρήμνιση του RNA με προσθήκη ίσου 
όγκου ισοπροπυλικής αλκοόλης. 
7) Ακολούθησε επώαση των δειγμάτων για 10 min στο υδατόλουτρο στους 15 – 30°C 
και φυγοκέντρησή τους στις 12000 rpm  για 10 min στους 4 °C. 
8) Αφαιρέθηκε το υπερκείμενο, προστέθηκαν 500 μ l κρύας αιθανόλης 70% στο ίζημα 
και ακολούθησε φυγοκέντρηση για 10 min στις 10000 rpm στους 4 oC.  
9) Αφαιρέθηκε το υπερκείμενο, και το ίζημα αφού στέγνωσε πολύ καλά (το 
σωληνάριο βρίσκεται σε πάγο με ανοιχτό καπάκι και προστατευμένο με 
τρυπημένη μεμβράνη) διαλυτοποιήθηκε. Η διάλυση έγινε με προσθήκη 30  μl 
ddH2O.  
10) Ακολούθησε επώαση στο υδατόλουτρο για 10 min στους 55 – 60 °C. 
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Β.1Α.3α  Καθαρισμός του RNA  
Ο καθαρισμός του διαλύματος γίνεται με ειδικό kit (RNeasy Protect Mini Kit, 
Qiagen). Η απομόνωση βασίζεται στη χρήση μεμβρανών από πηκτή σιλικόνης η 
οποία δεσμεύει επιλεκτικά το RNA, ενώ είναι διαπερατή από τα λοιπά μόρια που 
μπορεί να επιμολύνουν το RNA. 
 
Β.1Α.3β  Φωτομέτρηση του RNA – Έλεγχος ποσότητας  
 Για να ελεγχθεί η ποσότητα του RNA πραγματοποιήθηκε φωτομέτρηση σε 
κάθε δείγμα. Αραιώσεις κάθε δείγματος (1:100) φωτομετρήθηκαν στα 260 και 280nm. 
Υπολογίστηκε ο λόγος 260/280 καθώς και η συγκέντρωση του RNA με βάση τον 
τύπο: συγκέντρωση RNA = αραίωση x OD260 x 40 (μgr/ml) 
 
Β.1Α.3γ  Ηλεκτροφόρηση του RNA – Έλεγχος ποιότητας  
Για να ελεγχθεί η ποιότητα του RNA πραγματοποιήθηκε σε κάθε δείγμα 
ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 2% (εικόνα 32).  
 
Εικόνα 32: Ηλεκτροφόρηση RNA σε πηκτή αγαρόζης 2% 
 
Β.1Α.4 Σύνθεση συμπληρωματικού DNA (cDNA) 
Τα δείγματα RNA που απομονώθηκαν από τα καλλιεργημένα χονδροκύτταρα, 
μετατράπηκαν σε συμπληρωματικό DNA (cDNA) με τη μέθοδο της αντίστροφης 
μεταγραφής (reverse transcription, RT) in vitro χρησιμοποιώντας ως εκκινητές είτε 
ολιγονουκλεοτίδια τυχαίας αλληλουχίας (random primers, 3μg/μl) είτε 
ολιγονουκλεοτίδια γνωστής αλληλουχίας (stem loop RT primer, 5pmol) ώστε να 
ενισχυθεί η περιοχή που περιέχει το microRNA που επιθυμούμε να ανιχνεύσουμε 
(miR–33a stem loop RT primer, or U6 small nuclear RNA (RNU6B) stem loop RT 
primer). Το ένζυμο που χρησιμοποιήθηκε για την αντίδραση είναι η αντίστροφη 
μεταγραφάση SuperScript III (200U/μl, Life Technologies). H σύνθεση cDNA από 
RNA 1μgr πραγματοποιήθηκε σε δύο στάδια και περιείχε τα παρακάτω 
αντιδραστήρια: 
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RNA 1 μgr 
Τυχαία εξανουκλεοτίδια (3μg/μl) 2μl 
δις απεσταγμένο νερό (ddH2O) Έως τελικό όγκο 15μl 
  
  Ή 
Στάδιο 1 
Αντιδραστήρια Ποσότητα/αντίδραση 
RNA 1 μgr 
stem loop RT primer (5pmol) 2μl 














Ρυθμιστικό διάλυμα 5x 4μl 
Χλωριούχο Μαγνήσιο (MgCl2) 2μl 
Δεοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs) 2μl 
DTT 2μl 
SuperScript III (200U/μl) 0,5μl 
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Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:  
o Το διάλυμα RNA με τα τυχαία ολιγονουκλεοτίδια ή τους stem loop RT 
primers, θερμάνθηκε στους 70 oC επί 10 min για την αποδιάταξη 
δευτεροταγών δομών του  RNA. 
o Ακολούθησε επώαση στον πάγο για 5 λεπτά για τη σταθεροποίηση της 
αποδιάταξης δευτεροταγών δομών του  RNA. 
o Μετά την προσθήκη και των υπόλοιπων αντιδραστηρίων τα δείγματα 
τοποθετήθηκαν σε συσκευή PCR στις ακόλουθες συνθήκες: 
 20oC , 10 λεπτά  
 42oC , 45 λεπτά 
 99oC , 3 λεπτά 
 18oC , 5 λεπτά 
 τελική θερμοκρασία: 4 oC   
Το ενδεχόμενο ψευδώς αρνητικών αποτελεσμάτων από αδυναμία ενίσχυσης 
του RNA μπορεί να αποκλεισθεί με ενίσχυση αλληλουχιών που αντιστοιχούν σε 
μετάγραφα γονιδίων τα οποία εκφράζονται πάντοτε στον υπό ανάλυση ιστό 
(μετάγραφα “αναφοράς”). Στην παρούσα μελέτη, ως μετάγραφο “αναφοράς” 
χρησιμοποιείται το mRNA του γονιδίου GAPDH (Glyceraldehyde 3–phosphate 
dehydrogenase) ένα ένζυμο που καταλύει το έκτο στάδιο της γλυκόλυσης. Έτσι, ως 
μάρτυρας για την αποτελεσματικότητα της σύνθεσης του προϊόντος, το cDNA 
ενισχύθηκε με PCR χρησιμοποιώντας τους ειδικούς εκκινητές (F: Forward, R: 
Reverse) για τις αλληλουχίες του GAPDH cDNA. Οι εκκινητές για το γονίδιο GAPDH 
είναι: 
GAPDH F: 5’ – ACCACTGTCCACGCCATCAC – 3’ 
GAPDH R: 5’ – TCCACCACCCTGTTGCTGTA – 3’ 
 Το διάλυμα αντίδρασης  για την ανίχνευση του γονιδίου GAPDH περιέχει: 
Αντιδραστήρια Ποσότητα/αντίδραση 
cDNA 3μl 
Ρυθμιστικό διάλυμα My Taq HS 2x 12,5μl 
Εκκινητής GAPDH F (5μΜ) 0,5 μl 
Εκκινητής GAPDH R (5μΜ) 0,5 μl 
δις απεσταγμένο νερό (ddH2O) 8,5 μl 
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Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:  
o αρχική αποδιάταξη στους 95 oC για 1 λεπτό 
o 35 κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας –
στόχου σε τρία στάδια: 
 αποδιάταξη στους 95 oC για 15 δευτερόλεπτα  
 υβριδοποίηση – σύνδεση των εκκινητών στους 56 oC για 15 
δευτερόλεπτα 
 επιμήκυνση στους 72 oC για 10  δευτερόλεπτα  
o τελική επιμήκυνση στους 72 oC για 10  λεπτά 
 
B.1Α.5 Ανίχνευση των mRNA μεταγράφων των γονιδίων SREBP–2, ITGAV, 
HMGCR, ABCA1, ApoA1, LXRα, LXRβ, MMP–13, COL2A1, COL1A1 και ACAN 
με την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (Polymerase 
Chain Reaction) 
 
 Βασικές αρχές της μεθόδου 
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμερισμού (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
είναι μια μέθοδος μοριακής βιολογίας, με την εφαρμογή της οποίας συντίθεται ένας 
μεγάλος αριθμός αντιγράφων ενός συγκεκριμένου τμήματος DNA in vitro με τη βοήθεια 
της Taq DNA πολυμεράσης και των εκκινητών. Η PCR βασίζεται στον ενζυματικό 
πολλαπλασιασμό μιας συγκεκριμένης αλληλουχίας DNA που οριοθετείται δεξιά και 
αριστερά από δύο εκκινητές – ολιγoνουκλεοτίδια (primers). Η αλληλουχία του κάθε 
εκκινητή είναι συμπληρωματική προς τη μία από τις δύο αλυσίδες του δίκλωνου DNA –
εκμαγείου. Η αντίδραση περιλαμβάνει 20 – 40 επαναλαμβανόμενους κύκλους. Κάθε 
κύκλος αποτελείται από  τρία  στάδια: 
1) Αποδιάταξη του εκμαγείου – DNA (denaturation) 
 Συνήθεις συνθήκες: 94 oC – 96 oC, 20" – 60" 
2) Σύνδεση των εκκινητών με τις συμπληρωματικές  προς  αυτούς  αλυσίδες 
(primer  annealing).  
 Συνήθεις συνθήκες: 37 oC – 65 oC,  20" – 60". 
3) Επιμήκυνση των συνδεδεμένων εκκινητών και σύνθεση DNA με κατεύθυνση 
5'3'  (extension).  
 Συνήθεις συνθήκες: 72 oC,  0.5 – 2 min. 
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Η χρονική διάρκεια του κάθε σταδίου εξαρτάται κυρίως από το μήκος (σε bp) 
του υπό ενίσχυση τμήματος DNA. Το προϊόν επιμήκυνσης του κάθε εκκινητή από τον 
πρώτο κύκλο της αντίδρασης αποτελεί εκμαγείο για τον άλλο εκκινητή στον επόμενο 
κύκλο.  Μετά από n κύκλους το προϊόν PCR περιέχει 2
n
 δίκλωνα μόρια DNA που είναι 
αντίγραφα της αλληλουχίας που ορίζεται από τους εκκινητές (εικόνα 33).  
 
 
Εικόνα 33: Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης για μια DNA αλληλουχία – στόχο που περιλαμβάνει 36 
κύκλους 
 
Ο έλεγχος των προϊόντων της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης, δηλαδή 
η παρουσία ή όχι των αντίστοιχων τμημάτων συγκεκριμένου μεγέθους, 
πραγματοποιήθηκε με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 3% με μάρτυρα 
πρότυπων μοριακών βαρών 100bp (Gibco) . 
 
Β.1Α.6 Ποσοτικοποίηση των mRNA μεταγράφων των γονιδίων SREBP–2, 
ITGAV, HMGCR, ABCA1, ApoA1, LXRα, LXRβ, MMP–13, COL2A1, COL1A1, 
ACAN, της ώριμης μη κωδικής αλληλουχίας RNA miR–33a και του μικρού 
πυρηνικού RNA U6 (RNU6B) με τη τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης της 
πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (Real Time Polymerase Chain Reaction–
RT PCR) 
 
 Βασικές αρχές της μεθόδου 
Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (real time 
polymerase chain reaction), ονομάζεται η διαδικασία ενίσχυσης μιας DNA 
αλληλουχίας – στόχου με τη μέθοδο της PCR και η ταυτόχρονη ποσοτικοποίηση του 
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παραγόμενου προϊόντος σε πραγματικό χρόνο καθ’ όλη τη διάρκεια της αντίδρασης. 
Ο έλεγχος της προόδου του πολλαπλασιασμού του DNA σε πραγματικό χρόνο, 
επιτυγχάνεται  με τη βοήθεια ειδικών χημικών αντιδράσεων και ανιχνευτών (probes) . 
Σήμερα οι πιο κοινές μέθοδοι χημείας που χρησιμοποιούνται στη real – time PCR 
είναι: α) η SYBR green I χρωστική, β) οι ανιχνευτές υδρόλυσης ( Hydrolysis probes) 




Εικόνα 34: Οι πιο κοινές μέθοδοι χημείας που χρησιμοποιούνται στη real – time PCR 
 
Η απλούστερη μέθοδος είναι αυτή στην οποία το προϊόν PCR ανιχνεύεται με 
φθορίζουσες χρωστικές που συνδέονται στο δίκλωνο DNA. Το SYBR green I είναι 
μία τέτοια χρωστική, η οποία παράγει σήμα φθορισμού. Η ένταση του σήματος είναι 
ανάλογη του ποσού του DNA που υπάρχει στην αντίδραση. Επομένως η ένταση του 
σήματος σε κάθε βήμα της αντίδρασης PCR αυξάνει καθώς αυξάνει και η 
συγκέντρωση του προϊόντος. Το γεγονός αυτό παρέχει μία απλή και αξιόπιστη 
μέθοδο ελέγχου της real time PCR. Επιπλέον η SYBR green I επιτρέπει και ποιοτική 
ανάλυση, με βάση τη μελέτη της καμπύλης τήξης του προϊόντος, δεδομένου ότι κάθε 
προϊόν ανάλογα με το μέγεθος του έχει μια χαρακτηριστική θερμοκρασία τήξης (Tm). 
Το κύριο μειονέκτημα της χρωστικής SYBR green I είναι ότι συνδέεται και στα μη 
ειδικά προϊόντα, οπότε πρέπει να γίνεται σαφής διαφοροποίηση μεταξύ των ειδικών 
και μη ειδικών προϊόντων, όταν χρησιμοποιούμε ανάλυση της καμπύλης τήξης.  
Μεγαλύτερη ειδικότητα στη real – time PCR επιτυγχάνεται με την χρήση 
ολιγονουκλεοτιδίων ανιχνευτών (oligoprobes), οι οποίοι είναι σημασμένοι με 
φθοριοχρώματα, ένα μόριο δότη και ένα μόριο απόσβεσης (quencher) και είναι 
συμπληρωματικοί με την αλληλουχία του αναμενόμενου μεταγράφου. 
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Τα πλεονεκτήματα της real – time PCR, έναντι της απλής PCR, αλλά και 
άλλων μοριακών μεθόδων, είναι πολλά. Το πιο σημαντικό ίσως αναφέρεται στην 
ικανότητα υπολογισμού νουκλεϊκών οξέων με απίστευτο πλατύ δυναμικό εύρος (το 
λιγότερο 5 λογαριθμικές μονάδες). Η ικανότητα αυτή σχετίζεται με την ιδιαίτερα 
μεγάλη ευαισθησία που έχει η μέθοδος, στην οποία οφείλεται η ανίχνευση 
αντιγράφων νουκλεϊκών αλληλουχιών λιγότερων από πέντε (ίσως και μόνο ενός σε 
μερικές περιπτώσεις). Επιπλέον πλεονεκτήματα είναι ο μικρότερος χρόνος που 
απαιτείται για την αντίδραση με παράλληλη ανάλυση του αποτελέσματος, η υψηλή 
ακρίβεια, η επαναληψιμότητα εξαιτίας του αυτοματισμού της αντίδρασης και της 
ανάλυσης, η αποφυγή επιμολύνσεων, λόγω της εκτέλεσης της αντίδρασης σε ένα 
κλειστό υψηλής τεχνολογίας σύστημα ώστε να μην απαιτούνται χειρισμοί μετά την 
PCR για την ανάλυση του προϊόντος και να ελαχιστοποιούνται έτσι οι επιμολύνσεις 
στο εργαστήριο και τέλος η δυνατότητα ποσοτικοποίησης. 
 
 Ποσοτικοποίηση 
Κατά τη διάρκεια της αντίδρασης PCR, ένα κατώφλι (threshold) – σήμα 
φθορίζουσας χρωστικής καθορίζει σε ποιο σημείο όλα τα δείγματα μπορούν να 
συγκριθούν. Αυτό το κατώφλι υπολογίζεται ως συνάρτηση του ποσού του 
υπόβαθρου της φθορίζουσας χρωστικής και τελικά ο κλασματικός αριθμός των 
κύκλων PCR που απαιτούνται για να παράγουν αρκετό σήμα φθορίζουσας 
χρωστικής που θα φθάσει σε αυτό το κατώφλι χαρακτηρίζεται ως κατώφλι κύκλου 
(cycle threshold, Ct). Οι τιμές Ct εξαρτώνται απόλυτα από το αρχικό ποσό του 
δείγματος και είναι η βάση για τον υπολογισμό των DNA αντιγράφων  ή των 
επιπέδων έκφρασης του mRNA (εικόνα 35). 
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Η γραφική παράσταση πολλαπλασιασμού είναι η συνάρτηση του φθορισμού 
(fluorescence) σε σχέση με τον αριθμό των κύκλων (cycles) της αντίδρασης. Ως 
κατώφλι (threshold line) ορίζονται οι κύκλοι PCR κατά τους οποίους το σήμα 
συσσωρεύεται μεν αλλά είναι κάτω από τα όρια ανίχνευσης από τη συσκευή 
πραγματοποίησης της αντίδρασης. Σήμα χρωστικής το οποίο ανιχνεύεται πάνω από 
το κατώφλι θεωρείται πραγματικό και χρησιμοποιείται για τον καθορισμό του 
στατιστικά σημαντικού σήματος για κάθε δείγμα (threshold cycle – Ct), σε σχέση με 
το αρχικό στάδιο βασικού φθορισμού. Οι τιμές του Ct των διαφόρων δειγμάτων 
χρησιμοποιούνται για τον υπολογισμό της σχετικής ποσότητας του κάθε δείγματος 
και εντοπίζονται πάντα στην εκθετική φάση πολλαπλασιασμού (exponential phase). 
Αυτό σημαίνει ότι η ποσοτικοποίηση δεν επηρεάζεται από την εξάντληση κάποιου 
από τα συστατικά, συνήθως των εκκινητών, η οποία συμβαίνει κατά τη φάση 
κορεσμού (plateau phase). Το ΔRn (delta Rn) είναι το μέγεθος του σήματος που 
καταγράφεται στη συγκεκριμένη αντίδραση PCR. Η ένταση του εκπεμπόμενου 
φθορισμού της χρωστικής διαιρούμενη από την ένταση του εκπεμπόμενου 
φθορισμού μιας χρωστικής αναφοράς αποτελεί το Rn (normalized reporter). Αυτή η 
χρωστική αναφοράς (passive reference dye) είναι απαραίτητη για την διόρθωση 
διακυμάνσεων που αφορούν αλλαγές στη συγκέντρωση ή τον όγκο και 
συμπεριλαμβάνεται σε όλα τα SDS kits της αντίδρασης PCR. Ανάλογα µε το σκοπό 
του πειράµατος, αν δηλαδή απαιτείται να υπολογισθεί η σχετική ποσότητα DNA ή ο 
ακριβής αριθµός αντιγράφων, υπάρχουν δύο διαφορετικές μέθοδοι ποσοτικοποίησης 
που µπορούν να επιλεχθούν. Οι µέθοδοι αυτές είναι: Απόλυτη ποσοτικοποίηση 
(Absolute quantification) και Σχετική ποσοτικοποίηση (Relative quantification). Η 
Απόλυτη ποσοτικοποίηση (Absolute quantification) παρέχει την µεγαλύτερη ακρίβεια 
στην ποσοτικοποίηση δειγµάτων της Real time PCR και χρησιµοποιείται όταν είναι 
απαραίτητο για το πείραµα να µετρηθεί η ακριβής ποσότητα της αλληλουχίας στο 
δείγµα. Η μέθοδος αυτή βασίζεται στη χρήση µίας καµπύλης αναφοράς (standard 
curve), µε την οποία συγκρίνεται το φθορίζον σήµα που εκπέµπεται κατά την 
διάρκεια της αντίδρασης. Για τη δηµιουργία της καµπύλης αναφοράς θα πρέπει να 
επιλεχθεί µια γνωστή συγκέντρωση – µάρτυρας, που µπορεί να προέρχεται από 
DNA, RNA, cDNA, ανασυνδυασµένο (recombinant) πλασµιδιακό DNA (recDNA) ή 
συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια. Αυτή η συγκέντρωση – μάρτυρας θα υποβληθεί σε μια 
σειρά διαδοχικών αραιώσεων και στα συνέχεια τα αραιωμένα δείγματα θα περάσουν 
από τις ίδιες συνθήκες της Real Time PCR μαζί με τα πειραματικά δείγματα.  Μετά το 
τέλος της αντίδρασης η καµπύλη αναφοράς εµφανίζεται σε γράφηµα ως µια ευθεία 
γραµµή που εκφράζει τον αριθµό των αντιγράφων του αρχικού µάρτυρα και τις τιμές 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 09:35:22 EET - 137.108.70.7
85 
 
Ct της κάθε αραίωσης. Η καµπύλη αναφοράς πρέπει να βασίζεται σε τουλάχιστον 4 
σηµεία (γνωστής συγκέντρωσης) και θα πρέπει τα σηµεία αυτά να καλύπτουν το 
εύρος των συγκεντρώσεων των υπό µελέτη δειγµάτων. Στην περίπτωση που δεν 
καλύπτει όλο το εύρος των συγκεντρώσεων τότε µπορεί η ποσοτικοποίηση των υπό 
µελέτη δειγµάτων να µην είναι αξιόπιστη. Στη συνέχεια µπορεί µε την βοήθεια της 
συσκευής της Real time PCR να γίνει σύγκριση των τιµών Ct των πειραµατικών 
δειγµάτων µε αυτές της καµπύλης αναφοράς και έτσι να ποσοτικοποιηθούν τα 
άγνωστα δείγµατα.  
Η σχετική ποσοτικοποίηση (Relative quantification) είναι πιο εύκολη στη 
χρήση της σε σχέση µε την απόλυτη ποσοτικοποίηση και µε τη µέθοδο αυτή δεν είναι 
απαραίτητη η χρήση της καµπύλης αναφοράς. Η µέθοδος αυτή στηρίζεται στην 
σύγκριση της έντασης φθορισµού του υπό µελέτη γονιδίου µετά από αλυσιδωτή 
ενίσχυση, µε εκείνη ενός γονιδίου αναφοράς (reference ή control gene) του ίδιου 
οργανισµού στην ίδια αντίδραση. Έχουν αναπτυχθεί διάφορα µαθηµατικά µοντέλα 
που χρησιµοποιούνται για να υπολογίσουµε την έκφραση του υπό µελέτη γονιδίου σε 
σχέση µε την έκφραση του γονιδίου αναφοράς. Το ποσό του μορίου – στόχου 
κανονικοποιημένο ως προς έναν εσωτερικό μάρτυρα  σε σχέση με ένα μόριο –
ρυθμιστή (calibrator) δίνεται από τη σχέση 2–ΔΔCt . 
 
 Επιλογή εσωτερικού μάρτυρα 
Κατά την ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων είναι δυνατό να προκύψουν 
σφάλματα που οφείλονται στη διακύμανση του αρχικού ποσού του υλικού DNA ή 
RNA μεταξύ των δειγμάτων. Η διόρθωση αυτής της διακύμανσης μεταξύ των 
δειγμάτων μπορεί να επιτευχθεί με τον ταυτόχρονο πολλαπλασιασμό ενός 
εσωτερικού μάρτυρα (endogenous control) ως προς τον οποίο, όπως αναφέρθηκε 
και παραπάνω, θα κονονικοποιηθεί στη συνέχεια το δείγμα. Ο ιδανικός εσωτερικός 
μάρτυρας θα πρέπει να εκφράζεται σταθερά μεταξύ των διαφόρων ιστών ενός 
οργανισμού, σε όλα τα στάδια της ανάπτυξης, και θα πρέπει να παραμένει 
ανεπηρέαστος από τους χειρισμούς του πειράματος. Επίσης θα πρέπει να 
εκφράζεται αδρά στο ίδιο επίπεδο με το υπό εξέταση γονίδιο. Οι πιο συχνά 
χρησιμοποιούμενοι εσωτερικοί μάρτυρες είναι η β–ακτίνη, η δεϋδρογονάση της 3 –
φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης (GAPDH), το ριβοσωμικό RNA (rRNA) και άλλα RNAs 
όπως το μικρό πυρηνικό RNA U6 (RNU6B). Στην παρούσα μελέτη ως εσωτερικός 
μάρτυρας επελέγη η δεϋδρογονάση της 3 – φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης (GAPDH) 
καθώς και το RNU6B στην περίπτωση της ανίχνευσης μικρών μη κωδικών 
αλληλουχιών RNA (microRNAs). Αποτελεί ένα από τα πρώτα RNA που 
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χρησιμοποιήθηκαν γι’ αυτό το σκοπό. Εκφράζεται σε μέτρια επίπεδα στους 
περισσότερους κυτταρικούς τύπους και κωδικοποιεί για ένα ένζυμο που καταλύει το 
έκτο βήμα της γλυκόλυσης για την παραγωγή ενέργειας. 
 
 Προετοιμασία της αντίδρασης  
Πριν την αντίδραση, στο cDNA κάθε δείγματος έγινε αραίωση 1:5 ή 1:100 
στην περίπτωση που το cDNA πραγματοποιήθηκε με stem loop primers και 
χρησιμοποιήθηκε όγκος που αντιστοιχεί σε 1μg RNA. Ως αρνητικός μάρτυρας 
χρησιμοποιήθηκε δείγμα χωρίς cDNA. 
Για την ποσοτικοποίηση των γονιδίων SREBP–2, ITGAV, HMGCR, ABCA1, 
ApoA1, LXRα, LXRβ, MMP–13, COL2A1, COL1A1 και ACAN, καθώς και την 
ανίχνευση και ποσοτικοποίηση των miR–33a και RNU6B, χρησιμοποιήθηκε το 
διάλυμα Power SYBR Green (Applied Biosystems Foster, CA), στη συσκευή ABI 
7300 (Applied Biosystems Foster, CA), ενώ οι ειδικοί για κάθε αντίδραση εκκινητές 
καθώς και οι εκάστοτε συνθήκες αναφέρονται στον Πίνακα 1.  
Η διαδικασία της PCR περιλαμβάνει επαναλαμβανόμενους θερμοκρασιακούς 
κύκλους (30 – 40), καθένας από τους οποίους αποτελείται από τρία στάδια:  
 
o αποδιάταξη του δίκλωνου DNA στους 95 οC 
o σύνδεση των εκκινητών στα δύο αντίθετα άκρα της μονόκλωνης ακολουθίας –
στόχου, σε θερμοκρασία που εξαρτάται κάθε φορά από τη σύνθεση των 
εκκινητών 
o θέρμανση του μείγματος στους 72 οC, έτσι ώστε η πολυμεράση να 
πραγματοποιήσει την αντιγραφή του DNA – στόχου με τη βοήθεια των 
dNTPs, ξεκινώντας από τους εκκινητές. 
 
Η χρονική διάρκεια του κάθε σταδίου εξαρτάται από το μήκος (σε bp) του υπό 
ενίσχυση τμήματος DNA και με την παραπάνω διαδικασία επιτυγχάνεται η συλλογή 
ενός εκατομμυρίου περίπου αντιγράφων της επιθυμητής ακολουθίας, καθώς ο κάθε 
θερμοκρασιακός κύκλος διπλασιάζει το προϊόν του προηγούμενου κύκλου.  
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F: 5’– TTCTCTCGGGACTCCTGCTA–3’ 

















F: 5’– ATGAAAGCTGCGGTGCTGACC–3’ 











F: 5’– CGCTACAACCACGAGACAGA–3’ 
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F: 5’– CGCGCGTGCATTGTAGTTG–3’ 





F: 5’– GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT–3’ 





Πίνακας 1: Αλληλουχίες εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στην τεχνική RT – PCR για τη μελέτη της 
μεταγραφικής έκφρασης των αναφερθέντων γονιδίων καθώς και τα μεγέθη των προϊόντων, τα Tm των 
εκκινητών και οι κύκλοι ενίσχυσης της RT – PCR. 
 
Το διάλυμα αντίδρασης (mix) για την ανίχνευση της έκφρασης των γονιδίων 
περιέχει: 
cDNA  3μl 
SYBR Green  5μl 
Εκκινητής  Forward (5p/mol)  0,5μl 
Εκκινητής  Reverse (5p/mol)  0,5μl 
δις απεσταγμένο νερό  1μl 
 
Οι συνθήκες PCR που εφαρμόστηκαν ήταν οι εξής:  
 
o αρχική αποδιάταξη στους 95 oC για 1 λεπτό 
o x κύκλοι στους οποίους πραγματοποιείται ενίσχυση της αλληλουχίας – 
στόχου σε τρία στάδια: 
 αποδιάταξη στους 95 oC για 30 δευτερόλεπτα  
 υβριδοποίηση – σύνδεση των εκκινητών στη θερμοκρασία του 
σημείου τήξεως (melting temperature, Τm) του κάθε εκκινητή για 30 
δευτερόλεπτα 
 επιμήκυνση στους 72 oC για 15  δευτερόλεπτα  
o τελική επιμήκυνση στους 72oC για 10  λεπτά 
 
Β.1Α.7 Απομόνωση πρωτεϊνών από καλλιεργημένα χονδροκύτταρα  
Η απομόνωση του συνολικού πρωτεϊνικού εκχυλίσματος από τα 
χονδροκύτταρα γίνεται με σκοπό τον έλεγχο και τη μέτρηση της πρωτεϊνικής 
έκφρασης. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιείται διάλυμα λύσης κυττάρων ( lysis buffer) 
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το οποίο προστίθεται στο κυτταρικό ίζημα σε ποσότητα ανάλογη του ιζήματος. Τα 
διάλυμα λύσης αποτελείται από: 
 Tris                     30mM (pH 7.5)  
 Nonidet P–40 1%   
 NaCl             150mM     
 Γλυκερόλη   10%     
 Δις απεσταγμένο νερό  
 
Στο κυτταρικό ίζημα προστίθενται και αναστολείς πρωτεασών (protease 
inhibitor cocktail tablets EDTA – free της Roche) ή/και αναστολείς φωσφατασών πριν 
από το διάλυμα λύσης. Οι πρωτεάσες σερίνης ή ενδοπεπτιδάσες σερίνης είναι 
ένζυμα με ένα κατάλοιπο σερίνης στο ενεργό τους κέντρο που υδρολύουν τους 
πεπτιδικούς δεσμούς των πρωτεϊνών και έτσι το μόριο χάνει την ενεργότητα του, ενώ 
οι φωσφατάσες προκαλούν την αποφωσφορυλίωση των φωσφορυλιωμένων 
πρωτεϊνών. Η προσθήκη των αναστολέων πρωτεασών και φωσφατασών παρέχει 
προστασία στις πρωτεΐνες που απομονώνονται από τα  χονδροκύτταρα από τη 
δράση πρωτεασών και φωσφατασών.  
Τα στάδια της απομόνωσης πρωτεϊνών είναι τα εξής: 
o Συλλογή κυττάρων από φλάσκες 25 cm3, 
o Προσθήκη 10 – 30 μL αναστολέων  πρωτεασών  ή/και φωσφατασών και 200 
μL διαλύματος λύσης αναλόγως του αριθμού των κυττάρων. 
o Επαναδιάλυση του ιζήματος. 
o Μηχανική ανάδευση σε vortex που εναλλάσεται με δεκάλεπτη παραμονή των 
δειγμάτων στον πάγο, για 30 λεπτά συνολικά και φυγοκέντρηση στις 12000 
rpm για 15 λεπτά στους 4 οC. 
o Μεταφορά υπερκειμένου σε νέο σωληνάριο. 
o Ακολουθεί φωτομέτρηση για τον έλεγχο της πρωτεϊνικής ποσότητας.  
 
Ο υπολογισμός της ποσότητας των πρωτεϊνών που απομονώθηκαν έγινε με 
τη μέθοδο Bradford, κατά την οποία μια χρωστική (Coomassie Brilliant Blue G–25, 
Bio – Rad Protein Assay), όταν δεσμευτεί σε μια πρωτεΐνη αλλάζει το μέγιστο 
απορρόφησης  από τα 460nm στα 595nm. Καταρχήν, δημιουργήθηκε μια πρότυπη 
καμπύλη συσχέτισης τιμών απορρόφησης με πρωτεϊνικές συγκεντρώσεις με τη 
χρήση δειγμάτων γνωστής συγκέντρωσης πρωτεϊνών. Συγκεκριμένα, ποσότητες από 
1μg έως 20μg αλβουμίνης του ορού του βοός (Bovine Serum Albumin – BSA, Bio – 
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Rad Protein Assay) διαλύθηκαν σε 800μl ddH2O. Κατόπιν, προστέθηκαν 200μl 
χρωστικής, το μίγμα επωάστηκε σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά, ακολούθησε 
ήπια ανάδευσή του αρκετές φορές, μεταφορά σε κυβέττα και φωτομέτρηση στα 595 
nm (BECKMAN DU520). Από τις τιμές των απορροφήσεων των διαφόρων 
συγκεντρώσεων κατασκευάστηκε πρότυπη καμπύλη (εικόνα 36). 
 
 
Εικόνα 36. Πρότυπη καμπύλη αλβουμίνης για την ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνών. 
 
Όσον αφορά στις πρωτεΐνες άγνωστης συγκέντρωσης, ποσότητα 5μ l από το 
διάλυμα προστέθηκε σε 495μl διαλύματος Bradford και ακολούθησε η παραπάνω 
διαδικασία. Οι τιμές απορρόφησης που προέκυψαν συγκρίθηκαν με την πρότυπη 
καμπύλη και υπολογίστηκε η συγκέντρωση της πρωτεΐνης στα απομονωθέντα 
δείγματα.  
 
B.1Α.8 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου – SDS 
 
 Βασικές αρχές της μεθόδου 
Η ηλεκτροφόρηση βασίζεται στο φαινόμενο ότι ένα μόριο με καθαρό φορτίο, 
όπως πρωτεΐνες, DNA, RNA, μετακινείται μέσα σε ηλεκτρικό πεδίο. Η ταχύτητα 
μετακίνησης (u) μίας πρωτεΐνης (ή κάθε μορίου) σε ένα ηλεκτρικό πεδίο, εξαρτάται 
από την ένταση του ηλεκτρικού πεδίου (E), το καθαρό φορτίο της πρωτεΐνης (z) και 
τον συντελεστή τριβής (f): 
 
u = Ez/f 
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Η σταθερά τριβής εξαρτάται από τη μάζα και το σχήμα του μορίου που 
μετακινείται, καθώς και από την πυκνότητα του μέσου. Ο ηλεκτροστατικός 
διαχωρισμός γίνεται σχεδόν πάντα σε πηκτή και όχι σε υγρό, για δύο κυρίως λόγους. 
Καταρχάς η πηκτή καταστρέφει τα ρεύματα που δημιουργούνται από μικρές 
βαθμιδώσεις θερμοκρασίας – απαραίτητη προϋπόθεση για σωστό διαχωρισμό. 
Δεύτερον, η πηκτή λειτουργεί σαν μοριακός ηθμός καθιστώντας έτσι ευκολότερους 
τους διαχωρισμούς μορίων. Τα μόρια που είναι μικρά σε σχέση με τους πόρους της 
πηκτής κινούνται εύκολα δια μέσου της πηκτής, ενώ τα μεγάλα μόρια μένουν σχεδόν 
αμετακίνητα. Μόρια ενδιάμεσου μεγέθους μετακινούνται μέσα από την πηκτή με 
διαφορετικές ταχύτητες. Οι πηκτές πολυακρυλαμιδίου είναι προτιμότερες για 
ηλεκτροφόρηση, γιατί αποτελούνται από χημικά ουδέτερες ενώσεις, ενώ οι πόροι της 
πηκτής μπορούν εύκολα να ρυθμιστούν, επιλέγοντας διαφορετικές συγκεντρώσεις 
ακρυλαμιδίου και μεθυλενοδισακρυλαμιδίου στον πολυμερισμό για τον σχηματισμό 
της πηκτής. 
Σε μία ηλεκτροφόρηση πολυακρυλαμιδίου κάτω από αποδιατακτικές 
συνθήκες, οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται κυρίως βάσει του μοριακού τους βάρους. Το 
δωδεκακυλοθειϊκό (SDS) είναι ένα ανιοντικό απορρυπαντικό που καταστρέφει τις 
μη–ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις μιας φυσικής πρωτεΐνης. Τα ανιόντα του SDS 
δεσμεύονται στις κυρίες αλυσίδες σε αναλογία ενός μορίου SDS ανά 2 αμινοξέα, που 
δίνει στο σύμπλοκο του SDS με την αποδιαταγμένη πρωτεΐνη ένα μεγάλο φορτίο, 
περίπου ανάλογο με τη μάζα της. Το αρνητικό φορτίο που αποκτάται με τη δέσμευση 
του SDS είναι συνήθως πολύ μεγαλύτερο απ’ ότι το αρχικό φορτίο της φυσικής 
πρωτεΐνης, επομένως αυτό το αρχικό φορτίο καθίσταται αμελητέο. Η μετακίνηση 
γίνεται σε λεπτή κατακόρυφη στιβάδα και με αυτόν τον τρόπο ηλεκτροφόρησης η 
μετακίνηση των περισσότερων πολυπεπτιδικών αλυσίδων κάτω από αυτές τις 
συνθήκες είναι απολύτως ανάλογη με το λογάριθμο της μάζας τους.  
 
 Πρωτόκολλο ηλεκτροφόρησης σε πηκτή πολυακριλαμιδίου – SDS 
O διαχωρισμός των πρωτεϊνών έγινε με ηλεκτροφόρηση μιας διάστασης σε 
πηκτή πολυακρυλαμιδίου – SDS (NuPAGE Novex Tris – Acetate Mini Gels, 
Invitrogen).  Για το διαχωρισμό χρησιμοποιήθηκε η συσκευή Xcell Surelock 
(Invitrogen).  
1) Πριν την ηλεκτροφόρηση τα δείγματα προετοιμάζονται με την προσθήκη 5 μ l 
διαλύματος χρωστικής μπλε της βρωμοφαινόλης (Sample Buffer, Invitrogen) 
και 2 μl αναγωγικού διαλύματος (Reducing buffer, Invitrogen) σε όγκο 
δείγματος που αντιστοιχεί σε 20 μg πρωτεΐνης. Το διάλυμα της χρωστικής 
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βοηθάει στην ανίχνευση των πρωτεϊνών κατά τον διαχωρισμό τους στο 
πήκτωμα. Το διάλυμα αυτό είναι αδρανές και δεν επηρεάζει το διαχωρισμό 
των πρωτεϊνών. Καθώς το δείγμα φθάνει στο τέλος του πηκτώματος, το μπλε 
χρώμα της χρωστικής γίνεται κίτρινο. Το αναγωγικό διάλυμα έχει την ιδιότητα 
να ανάγει τη δευτεροταγή δομή της πρωτεΐνης (μετατρέπει τους 
δισουλφιδικούς δεσμούς σε ελεύθερες σουλφιδρυλικές ομάδες). Συνεπώς οι 
πρωτεΐνες διαχωρίζονται μόνο βάσει του μοριακού τους βάρους. Το SDS που 
υπάρχει στην πηκτή μεταδίδει στις πρωτεΐνες καθαρό θετικό φορτίο και έτσι 
κατευθύνονται από το πάνω μέρος της συσκευής προς τον αρνητικά 
φορτισμένο κάτω πόλο. Αφού προστεθούν τα δύο αυτά διαλύματα, 
προστίθεται δις απεσταγμένο νερό  μέχρι να φθάσει ο τελικός όγκος τα 20 μ l.  
2) Ακολουθεί θέρμανση των πρωτεϊνών για 10 λεπτά στους 75 οC.  
3) Στη συνέχεια τα δείγματα φορτώνονται στην πηκτή. Στη μία άκρη της πηκτής 
φορτώνεται μάρτυρας γνωστών μοριακών βαρών (Precision plus Protein 
Standards, Bio – Rad).  
4) Παράλληλα με τη θέρμανση των δειγμάτων προετοιμάζουμε το διάλυμα 
ηλεκτροφόρησης (Running buffer) που θα τοποθετηθεί στη συσκευή. Το 
διάλυμα αυτό αποτελείται από 950ml δις απεσταγμένο νερό και 50 ml 
Running buffer (Nu Page Mes Running Buffer, Invitrogen). 600ml του 
διαλύματος τοποθετούνται στο μπροστινό μέρος της συσκευής και άλλα 
200ml τοποθετούνται στο μεσαίο τμήμα της συσκευής, στο οποίο 
προστίθενται και 200μl αντιοξειδωτικού (Nu Page antioxidant, Invitrogen). To 
διάλυμα ηλεκτροφόρησης δημιουργεί ένα πρότυπο μετακίνησης των 
πρωτεϊνών, ενώ το αντιοξειδωτικό εμποδίζει τις πρωτεΐνες να οξειδωθούν.  
5) Ακολουθεί η ηλεκτροφόρηση στα 120V για 40 λεπτά. 
6) Στη διάρκεια αυτή προετοιμάζονται τα διαλύματα και τα υλικά για την 
ανοσοαποτύπωση  των πρωτεϊνών (Western blot). 
 
B.1Α.9 Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών SREBP–2, HMGCR, ITGAV, total–PI3k, 
total–Akt, phospho– PI3k, phospho–Akt, με την τεχνική Western Blot 
 
 Βασικές αρχές της μεθόδου 
Η τεχνική της ανοσοαποτύπωσης βασίζεται στη μεταφορά των 
αποδιαταγμένων πρωτεϊνών σε μία ειδική επιφάνεια και στην ανίχνευση των 
επιλεγμένων πρωτεϊνών με τη χρήση ειδικού αντισώματος. Η επιφάνεια αυτή είναι 
συνήθως μεμβράνη νιτροκυτταρίνης και βοηθάει τις πρωτεΐνες να αντιδράσουν με το 
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αντίσωμα. Το αντίσωμα που χρησιμοποιείται αναγνωρίζει την πρωτεΐνη σαν 
αντιγόνο και δεσμεύεται σε αυτή. Το σύμπλοκο αντιγόνου – αντισώματος στην 
επιφάνεια μπορεί να ανιχνευτεί με την προσθήκη δεύτερου αντισώματος ειδικού για 
το πρώτο (π.χ. αντίσωμα αίγας που αναγνωρίζει αντίσωμα ποντικού). Μία 
ραδιενεργός σήμανση του δεύτερου αντισώματος δημιουργεί μία σκοτεινή γραμμή σε 
φιλμ ακτίνων Χ (αυτοραδιόγραμμα). Στη παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε δεύτερο 
αντίσωμα σημασμένο με το ένζυμο υπεροξειδάση της ραπανίδας (horseradish 
peroxidase, HRP) και η ανίχνευση γίνεται με τη μέθοδο της ενισχυμένης 
χημειοφωταύγειας (enhanced chemiluminescence, ECL). Στη παρούσα μελέτη 
χρησιμοποιήθηκε δεύτερο αντίσωμα σημασμένο με το ένζυμο υπεροξειδάση της 
ραπανίδας (horseradish peroxidase, HRP) και η ανίχνευση γίνεται με τη μέθοδο της 
ενισχυμένης χημειοφωταύγειας (enhanced chemiluminescence, ECL) (εικόνα 37). 
 
Εικόνα 37: Αρχή της μεθόδου της ανοσοαποτύπωσης με τη μέθοδο της ενισχυμένης χημειοφωταύγειας. 
 
Μετά την ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών απομακρύνεται η πηκτή από τη θήκη 
της προσεκτικά και ακολουθεί η μεταφορά των πρωτεϊνών σε μεμβράνη. 
Αναλυτικότερα: 
o Διάλυμα μεταφοράς (Nu Page Transfer Buffer, Invitrogen) 
o Φύλο μεμβράνης νιτροκυτταρίνης (Amersham) επωάζεται σε διάλυμα 
μεταφοράς. 
o 4 σφουγγαράκια (Invitrogen) επωάζονται σε διάλυμα μεταφοράς 
o χαρτί Whitman (Bioline) τοποθετείται σε διάλυμα μεταφοράς. 
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1) Κατασκευάζεται στιβάδα με: 2 σφουγγαράκια  χαρτί Whitman  πηκτή  
μεμβράνη  χαρτί Whitman  2 σφουγγαράκια.  
2) Τοποθέτηση στο κουτί Xcell Blot Module (Invitrogen). 
3) Το κουτί που περιέχει τη στιβάδα με την πηκτή τοποθετείται στη συσκευή 
Xcell Surelock με διάλυμα μεταφοράς στη μέση και δις απεσταγμένο νερό 
γύρω – γύρω. 
4) Ακολουθεί μεταφορά για 1h και 30 – 40min στα 30 Volt και 210 mA. 
5) Αφού τελειώσει η μεταφορά των περιεχομένων της πηκτής στη μεμβράνη, 
αφαίρεση της μεμβράνης και χρώση με διάλυμα Ponceau S (Sigma) μέχρι να 
εμφανιστούν οι πρωτεΐνες με κόκκινο χρώμα, για να διαπιστωθεί η 
ισοφόρτωση των δειγμάτων και η επιτυχής μεταφορά των πρωτεϊνών στη 
μεμβράνη. 
6) Επώαση της μεμβράνης σε διάλυμα πλύσης ΤBS που περιέχει PBS και 1% 
Tween–20 (BioRad) για 10 λεπτά και επανάληψη του σταδίου 2 φορές. 
7) Επώαση της μεμβράνης σε διάλυμα κορεσμού 5% (Blotting Grade Blocker, 
BioRad) για 1,5 – 2 h για τον κορεσμό των θέσεων δέσμευσης πρωτεϊνών της 
μεμβράνης από τις πρωτεΐνες του γάλακτος ώστε να αποφευχθούν μη 
εξειδικευμένες αλληλεπιδράσεις του αντισώματος με τη μεμβράνη και κατόπιν 
έκπλυση 3 φορές με TBS για 10 min. 
8) Αμέσως μετά η μεμβράνη επωάζεται ολονύκτια στους 4 οC με το εκάστοτε 
αντίσωμα (Πίνακας 2) στην κατάλληλη αραίωση σε PBS – 0, 1% Tween 20 με 
5% γάλα σε σκόνη υπό συνεχή ανάδευση στους 4 οC.  
9) Απομάκρυνση του πρώτου αντισώματος και έκπλυση της μεμβράνης με ΤBS 
3 φορές για 10 min, έτσι ώστε να απομακρυνθεί η περίσσεια του πρώτου 
αντισώματος. 
10) Επώαση της μεμβράνης με δεύτερο αντίσωμα (Πίνακας 2), συζευγμένο με 
υπεροξειδάση, που αναγνωρίζει και προσδένεται στο πρώτο αντίσωμα, στην 
κατάλληλη αραίωση σε PBS – 0, 1% Tween 20 με 5% γάλα σε σκόνη υπό 
συνεχή ανάδευση για 1 h σε θερμοκρασία δωματίου.  
11) Απομάκρυνση του δεύτερου αντισώματος και έκπλυση 3 φορές με TBS για 10 
min. 
12) Η ανίχνευση γίνεται με τη μέθοδο της ενισχυμένης χημειοφωταύγειας. 
13) Για την εμφάνιση των πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της 
ενισχυμένης χημειοφωταύγειας. Η μεμβράνη επωάστηκε για ένα λεπτό σε 10 
ml διαλύματος λουμινόλης (1,25 mM σε 0,1 Μ Tris–Cl pH 8,5), στο οποίο 
προστέθηκαν 10 μl 3% Η2Ο2 και 100 μl κουμαρικού οξέος (6,8 mM σε 
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DMSO). Η συζευγμένη με το δεύτερο αντίσωμα υπεροξειδάση αντιδρά με το 
υπεροξείδιο δημιουργώντας ρίζες υπεροξειδίου, οι οποίες αντιδρούν με τον 
ενισχυτή της χημειοφωταύγειας κουμαρικό οξύ δημιουργώντας ρίζες 
κουμαρικού οξέος. Αυτές με τη σειρά τους οξειδώνουν της λουμινόλη σε 3 –
αμινο – φθαλικό, ουσία η οποία εκπέμπει φως. Στη συνέχεια η μεμβράνη 
καλύφθηκε με διαφανή μεμβράνη και ακολούθησε έκθεση σε φωτογραφικό 
φιλμ Hyperfilm ECL (Amersham). Το φιλμ εμφανίστηκε με τα αντιδραστήρια 
εμφάνισης (3 λεπτά επώαση στο διάλυμα ανάπτυξης (Κοdak), 3 λεπτά στο 








SREBP–2 Santa–Cruz Biotechnology rabbit 70kDa 1:200 
HMGCR Santa–Cruz Biotechnology goat 80–97kDa 1:200 
Total PI3k Santa–Cruz Biotechnology mouse 110kDa 1:200 
Total Akt Santa–Cruz Biotechnology mouse 70kDa 1:200 
Phosphor–PI3k Santa–Cruz Biotechnology rabbit 110kDa 1:200 
Phosphor–Akt Abcam mouse 70kDa 1:500 
ITGAV Santa–Cruz Biotechnology rabbit 125–135kDa 1:200 










Mouse anti–goat Santa–Cruz Biotechnology HRP – 1:10000 
Goat anti–mouse Invitrogen HRP – 1:10000 
Goat anti–rabbit Invitrogen HRP – 1:10000 
 
Πίνακας 2: Αναλυτικά στοιχεία των αντισωμάτων που χρησιμοποιήθηκαν για την ανοσοανίχνευση των 
πρωτεϊνών 
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Β.1Α.10 Προσδιορισμός των εκκρινόμενων επιπέδων του TGF–β1 και της 
MMP–13 στο θρεπτικό υλικό καλλιεργειών χονδροκυττάρων με την 
ενζυμοσύνδετη ανοσοπροσροφητική μέθοδο – ELISA 
Η μέθοδος αυτή αποτελεί μία ανοσομέτρηση στερεάς φάσης για την 
ανίχνευση και ποσοτικοποίηση των επιπέδων διαφόρων πρωτεϊνών, στον ορό, τα 
ούρα και κυτταρικά εκχυλίσματα, με χρήση ειδικών αντισωμάτων για την εκάστοτε 
πρωτεΐνη. Αναλυτικά, το αντίσωμα το οποίο είναι ειδικό για την πρωτεΐνη που μας 
ενδιαφέρει, σταθεροποιείται σε ένα πολυμερές υπόστρωμα, όπως μία επιφάνεια 
πολυβινυλοχλωριδίου. Μία σταγόνα κυτταρικού εκχυλίσματος ή δείγματος ορού ή 
ούρων τοποθετείται πάνω στην επιφάνεια και ξεπλένεται μετά τη δημιουργία ενός 
συμπλόκου αντισώματος – αντιγόνου. Μετά προστίθεται αντίσωμα ειδικό για μία 
άλλη θέση του αντιγόνου και η επιφάνεια ξαναξεπλένεται. Το δεύτερο αντίσωμα φέρει 
μία ραδιενεργό ή φθορίζουσα σήμανση, έτσι ώστε να ανιχνεύεται με υψηλή 
ευαισθησία. Το ποσό του δεύτερου αντισώματος που δεσμεύεται στην επιφάνεια 
είναι ανάλογο με την ποσότητα του αντιγόνου στο δείγμα. Η ευαισθησία της 
μέτρησης μπορεί να αυξηθεί ακόμα περισσότερο αν το δεύτερο αντίσωμα είναι 
δεσμευμένο με ένα ένζυμο, όπως η αλκαλική φωσφατάση. Αυτό το ένζυμο μπορεί 
γρήγορα να μετατρέψει ένα άχρωμο υπόστρωμα που προστίθεται σε ένα νέο προϊόν 
με έντονο φθορισμό (εικόνα 38). Με μια τέτοια μέτρηση που ονομάζεται 
ενζυμοσύνδετη ανοσοπροσροφητική, και είναι γρήγορη και εύκολη, μπορεί να 
μετρηθεί άμεσα ακόμα και λιγότερο από 1ng μίας πρωτεΐνης. 
 
Εικόνα 38:  Ενζυμοσύνδετη ανοσοπροσροφητική μέτρηση – ELISA 
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Η μέτρηση του αυξητικού παράγοντα TGF–β1 καθώς και της MMP–13 στο 
κυτταρικό εκχύλισμα των εκάστοτε δειγμάτων έγινε με τη χρήση των εμπορικά 
διαθέσιμων kit (Quantikine human TGF–β1 and MMP–13 immunoassay kits, R&D 
Systems, McKinley Place, NE Mineapolis, USA). Σύμφωνα με τους κατασκευαστές το 
όριο ανίχνευσης για τον  TGF–β1 ήταν 4,61 pg/mL, ενώ για την MMP–13 ήταν 7,7 
pg/ mL. 
 
Β.1Α.11 Επίδραση σε καλλιέργειες χονδροκυττάρων με 25– 
υδροξυχοληστερόλη, TGF–β1, φαρμακευτικό αναστολέα του υποδοχέα του 
TGF–β (SB–431542), συνθετικού πεπτιδίου αναστολής των ιντεγκρινών [cyclo–
RGDFV (RGD) και RGE] 
Οστεοαρθριτικά και φυσιολογικά χονδροκύτταρα, καλλιεργήθηκαν με  τη 
μέθοδο που ήδη περιγράφηκε και τοποθετήθηκαν σε ειδικές πλάκες με 6 πηγαδάκια 
(six–well plates). Όταν η πυκνότητα των κυττάρων ήταν 3x105 κύτταρα/πηγαδάκι, το 
πλήρες θρεπτικό υλικό αντικαταστάθηκε από θρεπτικό υλικό DMEM/F–12 χωρίς FBS 
και εκεί έγινε η επίδραση με τις συνθήκες και τις ουσίες που ακολουθούν. Κάθε 
δείγμα εξετάστηκε εις τριπλούν προκειμένου να διαπιστωθεί η επαναληψιμότητα της 
μεθόδου και υπολογίστηκε ο μέσος όρος των τριών τιμών. Με το πέρας του κάθε 
χρονικού διαστήματος επίδρασης ακολούθησε συλλογή των κυττάρων, απομόνωση 
RNA, πρωτεϊνών και κυτταρικού εκχυλίσματος με τις μεθόδους που περιγράφηκαν 
προηγουμένως. 
 
Β.1Α.11α. Επιδράσεις με TGF–β1 μόνο ή επιδράσεις με TGF–β1 με ταυτόχρονη 
χορήγηση φαρμακευτικού αναστολέα του υποδοχέα του TGF–β (SB–431542) 
σε καλλιέργειες φυσιολογικών χονδροκυττάρων 
Σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα προστέθηκε TGF–β1 (Sigma–Aldrich, 
Missouri, USA) συγκέντρωσης 10ng/ml ή μόνο θρεπτικό υλικό DMEM/F–12 και η 
επώαση διήρκεσε συγκεκριμένο χρονικό διάστημα (30 min, 2 h, 6 h and 24 h). Σε μία 
άλλη σειρά πειραμάτων, σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα προστέθηκε  TGF–β1 
(Sigma–Aldrich, Missouri, USA) συγκέντρωσης 10ng/ml ή TGF–β1 συγκέντρωσης 
10ng/ml με τατόχρονη χορήγηση διαφορετικών συγκεντρώσεων αναστολέα του 
υποδοχέα του TGF–β (1 μΜ και 10 μΜ) ή μόνο θρεπτικό υλικό DMEM/F–12 και η 
επώαση διήρκεσε 6 h.  
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Β.1Α.11β. Επιδράσεις με 25–υδροξυχοληστερόλη ή με συνθετικό πεπτίδιο 
αναστολής των ιντεγκρινών cyclo–RGDFV (RGD) σε καλλιέργειες 
οστεοαρθριτικών χονδροκυττάρων 
Σε οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα προστέθηκε 25–υδροξυχοληστερόλη 
(Sigma–Aldrich, Missouri, USA)  συγκέντρωσης 25 μΜ ή μόνο θρεπτικό υλικό 
DMEM/F–12 και ακολούθησε επώαση για 12 h. Σε μία άλλη σειρά πειραμάτων, σε 
οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα προστέθηκε συνθετικό πεπτίδιο αναστολής των 
ιντεγκρινών cyclo–RGDFV (RGD) (Calbiochem–Novabiochem, UK) συγκέντρωσης 
25  μΜ ή άλλο πεπτιδίο (RGE) (Sigma–Aldrich, Missouri, USA)  ίδιας συγκέντρωσης 
για τον έλεγχο της ειδικότητας πρόσδεσης στις ιντεγκρίνες ή μόνο θρεπτικό υλικό 
DMEM/F–12 και η επώαση διήρκεσε 24 h.  
 
Β.1Α.12 Έλεγχος κυτταρικού πολλαπλασιασμού και βιωσιμότητας των 
χονδροκυττάρων πριν τη χορήγησε συνθετικών ουσιών με τη μέθοδο του ΜΤΤ  
Ο έλεγχος του κυτταρικού πολλαπλασιασμού των χονδροκυττάρων έγινε με 
τη χρήση του ΜΤΤ (3–[4,5–dimethylthiazol–2–yl]–2,5–diphenyltetrazolium bromide) 
(R&D Systems, Minneapolis USA) που επιτρέπει τον εντοπισμό των ζωντανών 
κυττάρων. Πρόκειται για μία ευαίσθητη, ασφαλή in vitro μέθοδο που έχει πλέον 
υποκαταστήσει την μέχρι τώρα χρησιμοποιούμενη μέθοδο της μέτρησης της 
ραδιοσημασμένης θυμιδίνης, καθώς δεν απαιτεί τη χρήση επικίνδυνων υλικών και 
είναι εξίσου αξιόπιστη. Συνίσταται στην αναγωγή του 3–[4,5–διμεθυλθιαζολ–2yl]–2,5–
διφαινυλ–τετραζολικού βρωμιδίου (MTT) από μεταβολικά ενεργά κύτταρα, σε 
αναγωγικά ανάλογα όπως το NADH και το NADPH. Το κίτρινο χρώμα του ΜΤΤ 
μετατρέπεται σε ιώδες το οποίο και ανιχνεύεται φασματοσκοπικά.  Η μέθοδος αυτή 
επιτρέπει τη μέτρηση του ρυθμού πολλαπλασιασμού των κυττάρων και αντίστροφα, 
όταν τα μεταβολικά γεγονότα οδηγούν σε απόπτωση ή νέκρωση, την ανίχνευση της 
μείωσης της κυτταρικής βιωσιμότητας.  
Τα προς μελέτη κύτταρα τοποθετήθηκαν σε ειδικές πλάκες με 96 πηγαδάκια 
(96 well plates) με 100 μl θρεπτικό υλικό χωρίς ορό βοός και παρέμειναν στον 
επωαστικό κλίβανο για 48 ώρες. Στη συνέχεια προστέθηκαν 10 μl ΜΤΤ και η πλάκα 
επανατοποθετήθηκε στον κλίβανο για 2 ώρες ώστε να επιτευχθεί η ενδοκυττάρια 
αναγωγή του διαλυτού κίτρινου ΜΤΤ σε αδιάλυτο ιώδες formazan dye. Μετά από 
αφαίρεση του υλικού, έγινε προσθήκη 200 μ l DMSO, με συνεχή ανάδευση ώσπου να 
επιτευχθεί διαλυτό ομοιογενές υλικό πριν την τοποθέτηση της πλάκας σε ειδικό 
φωτόμετρο για μέτρηση της απορρόφησης κάθε δείγματος στα 570 nm με μήκος 
κύματος αναφοράς τα 650nm. Πηγαδάκια που περιείχαν μόνο θρεπτικό υλικό 
χρησιμοποιήθηκαν ως αρνητικοί μάρτυρες – κενά (blanks).   
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Β.1Α.13 Αποσιώπηση της έκφρασης γονιδίων με τη χρήση μικρών μη 
κωδικών αλληλουχιών RNA (microRNAs)  
 
 Βασικές αρχές της μεθόδου 
Η χρήση των μικρών μη κωδικών αλληλουχιών RNA (microRNAs)  αποτελεί 
μια σύγχρονη προσέγγιση για την στοχευμένη αναστολή της έκφρασης γονιδίων που 
ευθύνονται για την εκδήλωση και εξέλιξη διαφόρων πολυπαραγοντικών και μη 
νόσων. Τα microRNAs είναι αλληλουχίες RNA μήκους 20 – 24 νουκλεοτιδίων,  που 
ρυθμίζουν τη γονιδιακή έκφραση μετα–μεταγραφικά. Τα ώριμα microRNAs είναι 
συμπληρωματικά με περισσότερα του ενός mRNA γονιδίων και η 
συμπληρωματικότητα αυτή παρατηρείται στη συντριπτική πλειοψηφία των 
περιπτώσεων στην 3’ – αμετάφραστη περιοχή των mRNA – στόχων και σε σπάνιες 
περιπτώσεις στην 5’ – αμετάφραστη περιοχή τους ή σε κωδικοποιούσες περιοχές. 
Στην περίπτωση της πλήρους συμπληρωματικότητας παρατηρείται άμεση 
αποδόμηση των μεταγράφων, ενώ η μερική συμπληρωματικότητα εμποδίζει τη 
μετάφρασή τους σε ώριμες πρωτεΐνες. 
  
 Πρωτόκολλο αποσιώπησης γονιδίων με τη χρήση microRNAs 
Μία ημέρα πριν γίνει η διαμόλυνση των χονδροκυττάρων με το miR–33a ή το 
anti–miR–33a, oστεοαρθριτικά και φυσιολογικά χονδροκύτταρα, καλλιεργήθηκαν με  
τη μέθοδο που ήδη περιγράφηκε, τοποθετήθηκαν σε ειδικές πλάκες με 6 πηγαδάκια 
(six–well plates) και προστέθηκαν 2 ml θρεπτικού υλικού DMEM/F–12 χωρίς FBS και 
αντιβιοτικά.  Ακολούθησε επώαση των κυττάρων σε στείρες συνθήκες σε κλίβανο για 
24 ώρες (37 οC, 5% CO2). Κάθε δείγμα εξετάστηκε εις τριπλούν προκειμένου να 
διαπιστωθεί η επαναληψιμότητα της μεθόδου και υπολογίστηκε ο μέσος όρος των 
τριών τιμών.  
Η διαδικασία που πραγματοποιήθηκε για τη διαμόλυνση κάθε πηγαδιού ήταν 
η εξής: 
1) Προσθήκη 3 μl λιποφεκταμίνης σε 497 μl DMEM/F–12 χωρίς να περιέχει 
FBS και αντιβιοτικά. Καλή ανάδευση. 
2) Προσθήκη 3 μl  microRNA σε 497 μl DMEM/F χωρίς να περιέχει FBS και 
αντιβιοτικά. Καλή ανάδευση. 
3) Επώαση των δύο παραπάνω διαλυμάτων για 5 λεπτά σε θερμοκρασία 
δωματίου. 
4) Ανάμειξη του διαλύματος της λιποφεκταμίνης με αυτό του microRNA. Καλή 
ανάδευση. 
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5) Επώαση του μίγματος για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. 
6) Απομάκρυνση του θρεπτικού υλικού από τα πηγαδάκια και ξέπλυμα με PBS 
(δύο φορές). 
7) Μεταφορά 1 ml σε κάθε πηγαδάκι του μίγματος λιποφεκταμίνη / microRNA ή 
λιποφεκταμίνη / anti–microRNA. 
8) Προσθήκη 1,5 ml DMEM/F χωρίς να περιέχει FBS και αντιβιοτικά (στα 
πηγαδάκια που χρησιμοποιήθηκαν ως δείγματα ελέγχου προστέθηκε μόνο 
2,5 ml DMEM/F χωρίς να περιέχει FBS και αντιβιοτικά). 
 
Με το πέρας του κάθε χρονικού διαστήματος επίδρασης ακολούθησε συλλογή 
των κυττάρων, απομόνωση RNA, πρωτεϊνών και κυτταρικού εκχυλίσματος με τις 
μεθόδους που περιγράφηκαν προηγουμένως. 
 
Β.1Α.13α. Επιδράσεις σε καλλιέργειες φυσιολογικών χονδροκυττάρων με 
TGF–β1  μόνο, με TGF–β1 και anti–miR–33a ή με miR–33a 
Σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα προστέθηκε TGF–β1 (Sigma–Aldrich, 
Missouri, USA) συγκέντρωσης 10ng/ml για 6 h. Μετά το πέρας του χρονικού αυτού 
διαστήματος, το θρεπτικό υλικό αλλάχτηκε και ακολούθησε επίδραση με 50nM anti–
miR–33a ή μόνο με θρεπτικό υλικό για 24 h. Επίσης, Σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα 
προστέθηκε 30nM miR–33a με τη χρήση Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Life 
Technologies, Paisley, UK) για 6 h, 24 h και 48 h. 
 
Β.1Α.13β. Επιδράσεις σε καλλιέργειες ΟΑ χονδροκυττάρων με anti–miR–33a 
μόνο ή με anti–miR–33a και TGF–β1   
Σε ΟΑ χονδροκύτταρα προστέθηκε 50nM anti–miR–33a με τη χρήση 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Life Technologies, Paisley, UK) για  24 h και 48 h. Σε 
μία άλλη σειρά πειραμάτων, ΟΑ χονδροκύτταρα διαμολύνθηκαν με 50nM anti–miR–
33a με τη χρήση Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Life Technologies, Paisley, UK) για  
24 h. Μετά το πέρας του χρονικού αυτού διαστήματος, το θρεπτικό υλικό αλλάχτηκε 
και ακολούθησε επίδραση με 10ng/ml TGF–β1 ή μόνο με θρεπτικό υλικό για 2 h. 
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Β.1Β in vivo πειραματική διαδικασiα 
Β.1Β.1 Δημιουργία πειραματικού ζωικού μοντέλου οστεοαρθρίτιδας  
Στα πλαίσια ενός προγράμματος «Συνεργασία», με τίτλο «Οστεοαρθρίτιδα: 
Ολοκληρωμένη Συστηματική Ανάλυση για Στοχευμένη Βιολογική Θεραπεία (ΟΑΣΥΣ), 
δημιουργήθηκε στο συνεργαζόμενο φορέα ΕΛΠΕΝ, πειραματικό ζωικό μοντέλο 
οστεοαρθρίτιδας. 
Οχτώ λευκά κουνέλια Νέας Ζηλανδίας (New Zealand white rabbits) 
υπέστησαν διατομή του πρόσθιου χιαστού συνδέσμου (Anterior Cruciate Ligament 
Transection, ACTL) στο δεξί τους γόνατο για τη δημιουργία αστάθειας και την 
επακόλουθη εμφάνιση ΟΑ χαρακτηριστικών. Πιο συγκεκριμένα, μετά από 
προεγχειρητική χορήγηση 0.5 ml ενροφλοξασίνης (Baytril, Bayer, Greece) και υπό 
γενική αναισθησία με ενδομυϊκή έγχυση 5mg κεταμίνης (Imalgene, Merial, Greece), 3 
mg μιδαζολάμης (Dormixal, Demo, Greece) και 1 mg ατροπίνης, όλα τα κουνέλια 
υποβλήθηκαν σε άσηπτη χειρουργική επέμβαση. Διαμήκεις τομές δέρματος και 
περιτονίας έγιναν στην έξω πλευρά και των δύο γονάτων. Προσθιοπλάγια τομή 
ανάμεσα στον τένοντα του μακρού εκτείνοντα των δακτύλων και τον επιγονατιδικό 
τένοντα επέτρεψε την έκθεση του προσθίου χιαστού συνδέσμου, ο οποίος 
συνελλήφθη με αμβλύ άγκιστρο και στη συνέχεια η διατομή του έγινε με νυστέρι 
νούμερο 15, αμφοτερόπλευρα. Η σύγκλιση του αρθρικού θυλάκου έγινε στη συνέχεια 
με ράμματα νάιλον 6 – 0. Οι δερματικές τομές συρράφηκαν με διακεκομμένα 4 – 0 
νάιλον ράμματα και τοποθετήθηκε επίθεμα στην τομή. Τα πειραματόζωα εξετάζονταν 
καθημερινά για τη φυσική δραστηριότητα, τη σίτιση και την επούλωση του τραύματος 
και τους επιτρέπονταν απεριόριστη δραστηριότητα σε ξεχωριστούς κλωβούς. Όλα τα 
ζώα έλαβαν 80 – 100gr δίαιτας κονίκλου ημερησίως και νερό κατά βούληση. Τα 
πειραματόζωα εγκαταστάθηκαν σε ξεχωριστούς κλωβούς. 
 
Β.1Β.2 Λήψη δειγμάτων – Απομόνωση και καλλιέργεια χονδροκυττάρων 
Η εκτομή του δέρματος ακολουθήθηκε από οστεοτομή ύπερθεν της μηριαίας 
τροχηλίας και κάτω από τον κνημιαίο κόνδυλο και ακολούθως ιστοί από διαφορετικές 
περιοχές του γόνατος συλλέχθηκαν (αρθρικός χόνδρος, υμένας) (εικόνα 39). Όλα τα 
γόνατα εκτιμήθηκαν με μορφολογική παρατήρηση. Τα δείγματα αρθρικού χόνδρου 
των ζώων τεμαχίστηκαν και ακολούθως υπέστησαν ενζυμική διάσπαση των 
πρωτεϊνών της εξωκυττάριας ουσίας με προνάση και κολλαγενάση. Ακολούθως έγινε 
έλεγχος βιωσιμότητας των κυττάρων με χρώση trypan blue και βύθιση των κυττάρων 
σε πλάκες (six–well plates) ή/και φλάσκες με ειδικό καλλιεργητικό υλικό σύμφωνα με 
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τη διαδικασία που ήδη περιγράφηκε (Β.1Α.2). Τα κύτταρα επωάστηκαν σε κλίβανο σε 
κατάλληλες συνθήκες υγρασίας και CO2. 
 
 
Εικόνα 39: Εκτομή των γονάτων των κουνελιών και λήψη δειγμάτων 
Β.1Β.3 Επιβεβαίωση εμφάνισης χαρακτηριστικών οστεοαρθρίτιδας  
Ένα από τα οχτώ ζώα που χρησιμοποιήθηκαν και υπέστησαν διατομή του 
πρόσθιου χιαστού συνδέσμου θυσιάστηκαν μετά την πάροδο 30 ημερών μετά την 
επέμβαση. Ακολούθησε μοριακός έλεγχος, με τη μελέτη των επιπέδων έκφρασης του 
βασικού καταβολικού ενζύμου, της μεταλλοπρωτεϊνάσης 13 (MMP–13) και των 
αναβολικών μορίων, κολλαγόνου τύπου ΙΙ (COL2A1) και αγγρεκάνης (Aggrecan, 
ACAN) για την επιβεβαίωση της εμφάνισης ΟΑ χαρακτηριστικών μετά την επέμβαση.  
  
Β.1Β.4 Ενδοαρθρικές εγχύσεις στα χειρουργημένα γόνατα των κουνελιών με 
τον φαρμακευτικό αναστολέα των υποδοχέων του TGF–β,  LY2109761 
Εφτά από τα δέκα ζώα που χρησιμοποιήθηκαν, υπέστησαν διατομή του 
πρόσθιου χιαστού συνδέσμου την ίδια μέρα (ημέρα 0) και χωρίστηκαν σε τρεις 
ομάδες. Στην ομάδα A (n=2) πραγματοποιήθηκαν ενδοαρθρικές εγχύσεις με τον 
αναστολέα των υποδοχέων του  TGF–β, LY2109761 στο χειρουργημένο γόνατο. Οι 
εγχύσεις ξεκίνησαν την 30η μέρα μετά τη ρήξη του χιαστού συνδέσμου και 
συνεχίστηκαν έως και την 45η μέρα, ανά 2 ημέρες (8 εγχύσεις συνολικά). Στην ομάδα 
Β (n=3) πραγματοποιήθηκαν ενδοαρθρικές εγχύσεις με τον αναστολέα των 
υποδοχέων του TGF–β, LY2109761 στο χειρουργημένο γόνατο. Οι εγχύσεις 
ξεκίνησαν την 30η μέρα μετά τη ρήξη του χιαστού συνδέσμου και συνεχίστηκαν έως 
και την 69η μέρα, ανά 2 ημέρες (20 εγχύσεις συνολικά). Στην ομάδα Γ (n=2) η οποία 
χρησίμευσε ως ομάδα ελέγχου, πραγματοποιήθηκαν ενδοαρθρικές εγχύσεις με 
φυσιολογικό ορό στο χειρουργημένο γόνατο. Δύο ημέρες μετά την τελευταία έγχυση 
σε κάθε ομάδα ζώων, όλα τα ζώα θυσιάστηκαν με ενδοφλέβια χορήγηση 5 ml 
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pentobarbital (Pentothal, Greece) από την έξω ωτική φλέβα, υπό γενική αναισθησία 
με κεταμίνη και ξυλαζίνη. Στη συνέχεια έγινε εκτομή των γονάτων υπό αυστηρά 
άσηπτες συνθήκες  και λήψη δειγμάτων από κάθε γόνατο. 
 
Β.1Β.5 Ποσοτικοποίηση των mRNA μεταγράφων των γονιδίων SREBP–2, 
MMP–13, COL2A1, COLΧ και ACAN με την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης 
της πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (Real Time Polymerase Chain 
Reaction–RT PCR) 
Οι ιστοί των γονάτων των υπό μελέτη κουνελιών ομογενοποιήθηκαν και 
ακολούθησε απομόνωση άμεσου κυτταρικού RNA με τη χρήση του TRIzol 
(Invitrogen, Life Technologies, Paisley, UK). Η ακεραιότητα του RNA ελέγχθηκε με  
φωτομέτρηση και ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 2%, όπως ήδη περιγράφηκε 
(Β.1Α.3, Β.1Α.3α, Β.1Α.3β, Β.1Α.3γ). Η μεταγραφή 1 μg RNA σε συμπληρωματικό 
DNA (cDNA) πραγματοποιήθηκε με τη χρήση αντίστροφης μεταγραφάσης όπως ήδη 
περιγράφηκε (Β.1Α.4). Η ποσοτικοποίηση της έκφρασης των γονιδίων SREBP–2, 
ΜΜΡ–13, COLX, COL2Α1 και ACAN πραγματοποιήθηκε με την τεχνική της PCR 
πραγματικού χρόνου (Real Time–PCR). Με τον τρόπο αυτό υπολογίζεται ο λόγος 
των αντιγράφων του mRNA των υπό μελέτη γονιδίων προς τα αντίγραφα ενός 
γονιδίου αναφοράς (GAPDH) όπως περιγράφηκε σε προηγούμενη παράγραφο 
(Β.1Α.6). Οι ειδικοί για κάθε αντίδραση εκκινητές καθώς και οι εκάστοτε συνθήκες 











F: 5’ – AAGTGCCCATTAAGCAGGTG – 3’ 






F: 5’ – CCTGATGATGATGTGCAAGG – 3’ 






F: 5’ – CCAGTGAGAGGAGAACAAGG – 3’ 






F: 5’ – TGAGAGGTCTTCCTGGCAAA – 3’ 






F: 5’ – TTCCAGGAAGCACTGGAGTT – 3’ 
R: 5’ – TTCTCACACCGGGTTTATCC – 3’ 
190bp 60oC 40 
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F: 5’ – TCACCATCTTCCAGGAGCGA – 3’ 





Πίνακας 3: Αλληλουχίες εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στην τεχνική RT–PCR για τη μελέτη της 
μεταγραφικής έκφρασης των αναφερθέντων γονιδίων καθώς και τα μεγέθη των προϊόντων, τα Tm των 
εκκινητών και οι κύκλοι ενίσχυσης της RT–PCR. 
 
Β.1Β.6 Στατιστική ανάλυση  
Για τη στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκε το 
στατιστικό πρόγραμμα SPSS 20 και συγκεκριμένα το Student t–test. Ως όριο 
στατιστικής σημαντικότητας θεωρήθηκε η τιμή p<0.05 και τα αποτελέσματα 
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Β.2Α in vitro πειραματική διαδικασία 
Β.2Α.1 Επιβεβαίωση του φαινοτύπου των χονδροκυττάρων οστεοαρθριτικών 
και φυσιολογικών δειγμάτων αρθρικού χόνδρου, με μελέτη της αναλογίας της 
μεταγραφικής έκφρασης του κολλαγόνου τύπου ΙΙ προς την έκφραση του 
κολλαγόνου τύπου Ι (COL2A1:COL1A1) 
Από τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη μας, τόσο 
οστεοαρθριτικά όσο και φυσιολογικά, απομονώθηκε RNA και μελετήθηκε η 
μεταγραφική έκφραση του COL2A1 και του COL1A1. Όλα τα δείγματα εμφάνιζαν 
στατιστικά αυξημένη μεταγραφική έκφραση COL2A1 σε σχέση με τα επίπεδα 
έκφρασης COL1A1, επιβεβαιώνοντας με τον τρόπο αυτό την προέλευση των 
απομονωμένων χονδροκυττάρων από τον υαλοειδή αρθρικό χόνδρο (εικόνα 40).  
 
 
Εικόνα 40: Η αναλογία έκφρασης των επιπέδων mRNA του COL2A1 και του COL1A1 σε οστεοαρθρικά 
και φυσιολογικά χονδροκύτταρα 
 
B.2A.2 Μελέτη της έκφρασης των γονιδίων COL2A1, ACAN, COL10A1, και 
MMP–13 σε καλλιέργειες φυσιολογικών και ΟΑ χονδροκυττάρων  
Στα δείγματα που συμπεριελήφθησαν στη μελέτη μας, προσδιορίστηκαν τα 
μεταγραφικά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων COL2A1, ACAN, COL10A1, και MMP–
13 που αποτελούν μοριακούς δείκτες για τον χαρακτηρισμό των χονδροκυττάρων ως 
φυσιολογικά ή οστεοαρθριτικά. Ο ποσοτικός προσδιορισμός της έκφρασης των 
ανωτέρω γονιδίων με τη μέθοδο της ποσοτικής PCR πραγματικού χρόνου, έδειξε 
στατιστικά σημαντική αύξηση των επιπέδων mRNA των γονιδίων COL2A1 και ACAN 
σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα ΟΑ χονδροκύτταρα (p < 0.05). 
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Αντίθετα, τα μεταγραφικά επίπεδα του βασικού καταβολικού ενζύμου της 
εξωκυττάριας ουσίας, ΜΜΡ–13, και του δείκτη υπερτροφίας, COL10A1, ήταν 
στατιστικά σημαντικά υψηλότερα στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα 











Εικόνα 41: Μεταγραφικά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων COL2A1, ACAN, COL10A1 και MMP–13 σε 
οστεοαρθρικά και φυσιολογικά χονδροκύτταρα. Τα επίπεδα mRNA των γονιδίων είναι ομαλοποιημένα 
ως προς το γονίδιο αναφοράς GAPDH. *p < 0.05 
 
Β.2Α.3 Μελέτη της μεταγραφικής και πρωτεϊνικής έκφρασης των γονιδίων 
SREBP–2 και HMGCR σε φυσιολογικά και ΟΑ χονδροκύτταρα 
 Προκειμένου να διαπιστωθεί η εμπλοκή των γονιδίων του μεταβολισμού των 
λιπιδίων, SREBP–2 και HMGCR στην οστεοαρθρίτιδα, διερευνήθηκαν τα 
μεταγραφικά και πρωτεϊνικά επίπεδα έκφρασης του SREBP–2 και του γονιδίου – 
στόχου του HMGCR σε φυσιολογικά και ΟΑ χονδροκύτταρα. Παρατηρήθηκε 
στατιστικά αυξημένη έκφραση και των δύο γονιδίων στα ΟΑ χονδροκύτταρα σε 
σχέση με τα φυσιολογικά (p < 0.05) (εικόνα 42). 
                                                                
 
 
Εικόνα 42: Μεταγραφική και πρωτεϊνική έκφραση των SREBP–2 και HMGCR σε οστεοαρθριτικά και 
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επίπεδα mRNA των γονιδίων SREBP–2 και HMGCR είναι ομαλοποιημένα ως προς το γονίδιο 
αναφοράς GAPDH, ενώ τα πρωτεϊνικά επίπεδα έκφρασης είναι ομαλοποιημένα ως προς την πρωτεΐνη 
αναφοράς β–actin. *p < 0.05 
 
Β.2Α.4 Επαγωγή ΟΑ χονδροκυττάρων με 25–υδροξυχοληστερόλη και 
επίδραση στην έκφραση του SREBP–2 και της MMP–13   
Επιδράσαμε σε ΟΑ χονδροκύτταρα με 25 μM 25–υδροξυχοληστερόλης για 
12h ώστε να μελετήσουμε την επίδρασή της στην έκφραση του SREBP–2 και της 
MMP–13. Παρατηρήσαμε στατιστικά αυξημένα επίπεδα και των δύο γονιδίων μετά τη 
χορήγησή της συγκριτικά με τα χονδροκύτταρα τα οποία δε δέχθηκαν επίδραση 
(p<0.05) (εικόνα 43). 
     
 
Εικόνα 43: Πρωτεϊνική έκφραση του SREBP–2 (αριστερά) και μεταγραφική έκφραση της MMP–13 
(δεξιά) μετά από επίδραση ΟΑ χονδροκυττάρων με 25–υδροξυχοληστερόλη. Τα πρωτεϊνικά επίπεδα 
του SREBP–2 και τα μεταγραφικά επίπεδα της MMP–13 είναι ομαλοποιημένα ως προς την πρωτεΐνη 
και το γονίδιο αναφοράς GAPDH αντίστοιχα.  *p<0.05 
 
Β.2Α.5 Μελέτη της πρωτεϊνικής έκφρασης των  phospho–PI3K και phospho–
Akt σε φυσιολογικά και ΟΑ χονδροκύτταρα 
Πρόσφατα δεδομένα υποστηρίζουν την ενεργοποίηση του SREBP–2 από τις 
πρωτεϊνικές κινάσες PI3K και Akt και μας οδήγησαν στη μελέτη των επιπέδων των 
αντίστοιχων φωσφορυλιωμένων κινασών σε φυσιολογικά και ΟΑ χονδροκύτταρα. 
Παρατηρήσαμε στατιστικά σημαντικά αυξημένα επίπεδα των phospho–PI3K και 
phospho–Akt στα ΟΑ χονδροκύτταρα σε σχέση με τα φυσιολογικά (p < 0.05), με τα 
επίπεδα των αντίστοιχων ολικών, μη φωσφορυλιωμένων – ανενεργών μορφών να 
παραμένουν σταθερά (εικόνα 44). 
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Εικόνα 44: Πρωτεϊνική έκφραση των phospho–PI3K (αριστερά) και phospho–Akt (δεξιά) σε ΟΑ και 
φυσιολογικά χονδροκύτταρα. Τα πρωτεϊνικά επίπεδα των phospho–PI3 και phospho–Akt  είναι 
ομαλοποιημένα ως προς τις αντίστοιχες πρωτεϊνες PI3K και Akt (total). 
 
Β.2Α.6 Προσδιορισμός των εκκρινόμενων επιπέδων του TGF–β1 σε 
φυσιολογικά και ΟΑ χονδροκύτταρα και μελέτη της επίδρασης του TGF–β1 
στην έκφραση των γονιδίων SREBP–2 και HMGCR 
Η κινάση PI3K είναι μία πρωτεϊνη που διαδραματίζει σημαντικό ρόλο σε 
πολλές φυσιολογικές και παθολογικές συνθήκες, ενώ ενεργοποιείται κυρίως από 
αυξητικούς παράγοντες, όπως είναι ο μετασχηματιστικός αυξητικός παράγοντας β 
(TGF–β) και από μόρια της εξωκυττάριας ουσίας και τους διαμεμβρανικούς τους 
υποδοχείς, τις ιντεγκρίνες. Προκειμένου να μελετήσουμε τον τρόπο με τον οποίο η 
κινάση PI3K ενεργοποιείται στην ΟΑ, μετρήσαμε τα πρωτεϊνικά επίπεδα του TGF–β1 
στα ΟΑ και στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα με τη μέθοδο της ELISA. Βρέθηκαν 
στατιστικά αυξημένα επίπεδα έκφρασης του TGF–β1 στα ΟΑ χονδροκύτταρα σε 
σχέση με τα φυσιολογικά (p < 0.05). Επιθυμώντας στη συνέχεια να ελέγξουμε εάν και 
κατά πόσο ο συγκεκριμένος αυξητικός παράγοντας είναι δυνατόν να επάγει την 
έκφραση του γονιδίου SREBP–2, επιδράσαμε σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα με 
10ng/ml TGF–β1 για διαφορετικές χρονικές περιόδους (από 0,5 έως 24  h). 
Διαπιστώσαμε πως τόσο τα μεταγραφικά όσο και τα πρωτεϊνικά επίπεδα έκφρασης 
του γονιδίου SREBP–2, και το γονιδίου–στόχου του HMGCR ήταν σταστιστικά 
αυξημένα σε κύτταρα μετά από επίδραση με TGF–β1 σε σχέση με φυσιολογικά 
χονδροκύτταρα στα οποία δεν έγινε καμία επίδραση (p < 0.05).  Επιπλέον, 
παρατηρήθηκαν στατιστικά αυξημένα επίπεδα phospho–PI3K και MMP–13 μετά από 
επίδραση με τον TGF–β1 (εικόνα 45). 
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Εικόνα 45: Πρωτεϊνική έκφραση του TGF–β1 σε ΟΑ και φυσιολογικά χονδροκύτταρα (A) Μεταγραφική 
(C) και πρωτεϊνική (B και D) έκφραση των SREBP–2, HMGCR, phosphor–PI3K και MMP–13 μετά από 
επίδραση φυσιολογικών χονδροκυττάρων με 10ng/ml TGF–β1. Τα μεταγραφικά επίπεδα των υπό 
διερεύνηση γονιδίων είναι ομαλοποιημένα ως προς το γονίδιο αναφοράς GAPDH και τα πρωτεϊνικά 
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Β.2Α.7 Επίδραση φυσιολογικών χονδροκυττάρων με TGF–β1 και ταυτόχρονη 
αναστολή του υποδοχέα του με τη χρήση φαρμακευτικού αναστολέα (SB–
431542) για τη μελέτη της έκφρασης των SREBP–2, MMP–13 και COL2A1 
Εφόσον βρέθηκε πως ο TGF–β1 επάγει την έκφραση των μεταγραφικών και 
πρωτεϊνικών επιπέδων του γονιδίου SREBP–2, προχωρήσαμε στην ταυτόχρονη 
επίδραση φυσιολογικών χονδροκυττάρων με τον αυξητικό παράγοντα και τον 
φαρμακευτικό αναστολέα του υποδοχέα του για τον έλεγχο του αντίστροφου 
αποτελέσματος. Φυσιολογικά χονδροκύτταρα επωάστηκαν με 10ng/ml TGF–β1 ή/και 
με 1μΜ ή 10μM SB–431542 για 6 h. Παρατηρήσαμε στατιστικά μειωμένη έκφραση 
των επιπέδων του SREBP–2 στα κύτταρα που δέχθηκαν επίδραση με 10μM SB–
431542 σε σχέση με αυτά που δε δέχθηκαν καμία επίδραση ή επωάστηκαν με 1μM 
SB–431542. Δεν υπήρξε καμία στατιστική διαφορά στην έκφραση των γονιδίων της 
MMP–13 και του COL2A1 (εικόνα 46).  
 
       
 
 
Εικόνα 46: Πρωτεϊνική έκφραση του SREBP–2 (αριστερά) και μεταγραφική έκφραση των MMP–13 και 
COL2A1 σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα μετά από επίδραση με 10ng/ml TGF–β1, 10ng/ml TGF–β1 και 
προσθήκη 1μΜ SB–431542,  10ng/ml TGF–β1 και προσθήκη 10μΜ SB–431542  για 6h. Τα πρωτεϊνικά 
επίπεδα του SREBP–2 και τα μεταγραφικά επίπεδα της MMP–13 και του COL2A1 είναι ομαλοποιημένα 
ως προς την πρωτεΐνη και το γονίδιο αναφοράς GAPDH αντίστοιχα. * p<0.05 , NS: not significant (μη 
στατιστικά σημαντικό) 
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Β.2Α.8 Μελέτη της έκφρασης της ιντεγκρίνης aV (ITGAV) σε οστεοαρθριτικά και 
φυσιολογικά χονδροκύτταρα 
Καθώς ο αυξητικός παράγοντας TGF–β ενεργοποιείται από την ιντεγκρίνη aV 
(ITGAV) μελετήσαμε τα επίπεδα έκφρασης της ιντεγκρίνης αυτής σε οστεοαρθριτικά 
και φυσιολογικά χονδροκύτταρα και παρατηρήσαμε στατιστικά αυξημένα επίπεδα 
έκφρασής της στα ΟΑ χονδροκύτταρα σε σχέση με τα φυσιολογικά (p < 0.05), τόσο 
μεταγραφικά όσο και πρωτεϊνικά (εικόνα 47). 
 
 
Εικόνα 47: Μεταγραφική (αριστερά) και πρωτεϊνική (δεξιά) έκφραση της ITGAV σε οστεοαρθριτικά και 
φυσιολογικά χονδροκύτταρα. Τα επίπεδα mRNA του γονιδίου ITGAV είναι ομαλοποιημένα ως προς το 
γονίδιο αναφοράς GAPDH, ενώ τα πρωτεϊνικά επίπεδα έκφρασης είναι ομαλοποιημένα ως προς την 
πρωτεΐνη αναφοράς β–actin. *p<0.05 
 
Β.2Α.9 Αναστολή των ιντεγκρινών σε οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα με τη 
χρήση συνθετικού πεπτιδίου cyclo–RGDFV (RGD) 
Δεδομένου ότι η κινάση PI3K ενεργοποιείται από ιντεγκρίνες και προκειμένου να 
αποκτήσουμε μία πληρέστερη εικόνα για το μοριακό μηχανισμό που εμπλέκεται στην 
παθογένεια της ΟΑ, αναστείλαμε την έκφραση όλων των ιντεγκρινών ανοδικά του 
PI3K  με τη χρήση του συνθετικού πεπτιδίου cyclo–RGDFV (RGD)  και μελετήσαμε 
την επίδρασή του στα οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα. Το πεπτίδιο RGD είναι ένα μη 
ειδικό πεπτίδιο πρόσδεσης στις ιντεγκρίνες και έτσι χρησιμοποιήσαμε και το πεπτίδιο  
RGE ως αρνητικό μάρτυρα για να επιβεβαιώσουμε την ειδικότητα πρόσδεσης. 
Οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα επωάστηκαν με 25μM cyclo–RGDFV (RGD) ή RGE 
για 24 h και μελετήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων SREBP–2, HMGCR, 
MMP–13, COL2A1 και ACAN. Ενενήντα οχτώ τοις εκατό (98%) των ΟΑ 
χονδροκυττάρων που δέχθηκαν την επίδραση των πεπτιδίων RGD ή RGE 
παρέμειναν ζωντανά όπως παρατηρήθηκε με τη μέθοδο του MTT. Διαπιστώσαμε ότι 
τα επίπεδα έκφρασης των SREBP–2, HMGCR και MMP–13 όπως επίσης και της 
phospho–PI3K εμφάνισαν στατιστικά σημαντική μείωση στα χονδροκύτταρα που 
επωάστηκαν με το πεπτίδιο – αναστολέα των ιντεγκρινών σε σχέση με κύτταρα 
χωρίς επίδραση (p < 0.001) (εικόνα 48Α και 48Β). Ενδιαφέρον είναι το γεγονός πως 
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τα επίπεδα έκφρασης της ACAN, και όχι του COL2A1, αυξήθηκαν στατιστικά 




Εικόνα 48: Πρωτεϊνική έκφραση των SREBP–2, HMGCR και phosphor–PI3K (A) και μεταγραφική 
έκφραση των SREBP–2, HMGCR, MMP–13 (Β), COL2A1 και ACAN (C) σε ΟΑ χονδροκύτταρα μετά 
από επίδραση 25μM cyclo–RGDFV (RGD) ή RGE για 24h. Τα μεταγραφικά και τα πρωτεϊνικά επίπεδα 
υπό μελέτη γονιδίων είναι ομαλοποιημένα ως προς το γονίδιο και την  πρωτεΐνη αναφοράς GAPDH 
αντίστοιχα. *p<0.05 , NS: not significant (μη στατιστικά σημαντικό) 
 
Β.2Α.10 Προσδιορισμός των επιπέδων έκφρασης του miR–33a σε καλλιέργειες 
φυσιολογικών και ΟΑ χονδροκυττάρων 
Βιβλιογραφικά και πειραματικά δεδομένα υποστηρίζουν πως τα micro–RNAs 
που μεταγράφονται από εσώνια γονιδίων εκφράζονται ταυτόχρονα με το mRNA του 
γονιδίου στο οποίο εδράζονται. Λαμβάνοντας υπ’ όψιν μας το γεγονός πως το miR–
33a εντοπίζεται στο εσώνιο 16 του γονιδίου SREBP–2 και έχοντας προηγουμένως 
δείξει πως το SREBP–2 υπερεκφράζεται στην ΟΑ [71], θελήσαμε να εξετάσουμε 
κατά πόσο το miR–33a και το SREBP–2 εκφράζονται ταυτόχρονα στα ανθρώπινα 
χονδροκύτταρα. Έτσι, προσδιορίστηκαν τα επίπεδα έκφρασής τους σε καλλιέργειες 
φυσιολογικών και ΟΑ χονδροκυττάρων. Τα αποτελέσματα μετά τον ποσοτικό 
προσδιορισμό της έκφρασης του miR–33a με τη μέθοδο της ποσοτικής PCR 
πραγματικού χρόνου, έδειξαν στατιστικά σημαντική αύξηση των επιπέδων τόσο του 
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SREBP–2, όσο και του miR–33a στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα 
φυσιολογικά χονδροκύτταρα (p < 0.05) (εικόνα 49). 
 
Εικόνα 49: Μεταγραφική έκφραση των miR–33a (B) και SREBP–2 (C) σε οστεοαρθριτικά και 
φυσιολογικά χονδροκύτταρα. Τα επίπεδα έκφρασης του miR–33a είναι ομαλοποιημένα ως προς το 
μικρό πυρηνικό RNA U6, ενώ τα επίπεδα mRNA του γονιδίου SREBP–2 είναι ομαλοποιημένα ως προς 
το γονίδιο αναφοράς GAPDH. *p<0.05 
 
Β.2Α.11 Μελέτη της επίδρασης του TGF–β1 στην έκφραση του miR–33a και του 
γονιδίου SREBP–2  
Όπως δείξαμε προηγουμένως, το SREBP–2 ενεργοποιείται από τον αυξητικό 
παράγοντα Transforming Growth Factor β (TGF–β1) στα ανθρώπινα χονδροκύτταρα, 
μέσω του σηματοδοτικού μονοπατιού ITGAV/PI3K/Akt. Στη συνέχεια διερευνήσαμε 
εάν και κατά πόσο ο ίδιος αυξητικός παράγοντας επάγει και την έκφραση του miR–
33a. Σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα επιδράσαμε με 10ng/ml TGF–β1 για 6 και 24 h 
και διαπιστώσαμε ότι η έκφραση τόσο το SREBP–2, όσο και του miR–33a αυξήθηκε 
στατιστικά σημαντικά στα χονδροκύτταρα που δέχθηκαν επίδραση με τον TGF–β1 σε 
σχέση με αυτά στα οποία δεν επιδράσαμε με τον αυξητικό παράγοντα (p < 0.05) 
(εικόνα 50).  
 
Εικόνα 50: Μεταγραφική έκφραση των miR–33a (D) και SREBP–2 (E) σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα 
μετά από επίδραση με 10ng/ml TGF–β1 για 6 και 24 h. Τα επίπεδα έκφρασης του miR–33a είναι 
ομαλοποιημένα ως προς το μικρό πυρηνικό RNA U6, ενώ τα επίπεδα mRNA του γονιδίου SREBP–2 
είναι ομαλοποιημένα ως προς το γονίδιο αναφοράς GAPDH. * p < 0.05 
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Β.2Α.12 Ρύθμιση της έκφρασης του SREBP–2 από το anti–miR–33a στα 
επαγόμενα με TGF–β1 χονδροκύτταρα  
Καθώς ο TGF–β1 βρέθηκε να επάγει την έκφραση τόσο του SREBP–2 όσο 
και του miR–33a, επιδράσαμε σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα με 10ng/ml TGF–β1 
για 6 h και στη συνέχεια διαμολύναμε τα χονδροκύτταρα με 50nM anti–miR–33a για 
24 h. Τα αποτελέσματα μετά τον ποσοτικό προσδιορισμό της έκφρασης του SREBP–
2 με τη μέθοδο της ποσοτικής PCR πραγματικού χρόνου, έδειξαν μειωμένα επίπεδα 
έκφρασης του SREBP–2 στα χονδροκύτταρα στα οποία επιδράσαμε με 10ng/ml 
TGF–β1 και με 50nM anti–miR–33a συγκριτικά με αυτά στα οποία επιδράσαμε μόνο 
με TGF–β1 (p < 0.001) (εικόνα 51).  
 
Εικόνα 51: Μεταγραφική έκφραση του SREBP–2 σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα μετά από επίδραση με 
10ng/ml TGF–β1 για 6 h και 50nM anti–miR–33a για 24 h. Τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου SREBP–
2 είναι ομαλοποιημένα ως προς το γονίδιο αναφοράς GAPDH. *p<0.05, **p<0.001, # TGF–β μαζί με 
anti–miR–33a συγκριτικά με TGF–β 
 
Β.2Α.13 Ρύθμιση της TGF–β1 επαγόμενης φωσφορυλίωσης της Akt από το 
miR–33a  
Καθώς βρέθηκε πως η έκφραση του miR–33a επάγεται από την επίδραση του 
αυξητικού παράγοντα TGF–β1 στα χονδροκύτταρα και η χρήση του anti–miR–33a 
μειώνει τα επίπεδα έκφρασης του SREBP–2, διερευνήσαμε το ρόλο του miR–33a 
στο σηματοδοτικό μονοπάτι PI3K/Akt, το οποίο όπως έχουμε αποδείξει είναι 
υπεύθυνο για την ενεργοποίηση του SREBP–2. Τα αποτελέσματά μας έδειξαν πως 
το μπλοκάρισμα του miR–33a στα ανθρώπινα χονδροκύτταρα, εμποδίζει την TGF–
β1 επαγόμενη φωσφορυλίωσης της Akt, με τα επίπεδα της μη φωσφορυλιωμένης, 
ολικής Akt να παραμένουν αμετάβλητα (εικόνα 52). 
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Εικόνα 52: Πρωτεϊνική έκφραση της φωσφορυλιωμένης και της μη φωσφορυλιωμένης (ολικής) Akt στα 
OA χονδροκύτταρα μετά από επίδραση TGF–β1 μόνο, με anti–miR–33a και TGF–β1 ή με αρνητικό 
control. 
 
Β.2Α.14 Προσδιορισμός των γονιδίων – στόχων του miR–33a με τη χρήση 
υπολογιστικών προγραμμάτων 
Για να διερευνήσουμε το ρόλο του miR–33a στη ρύθμιση γονιδίων που 
εμπλέκονται στο μεταβολισμό των λιπιδίων, χρησιμοποιήσαμε τρία διαφορετικά 
υπολογιστικά προγράμματα, τα: Targetscan 6.2, miRanda και miRDB. Όλα τα 
παραπάνω προγράμματα αναγνώρισαν τρεις συντηρημένες αλληλουχίες στην 3’ – 
αμετάφραστη περιοχή του mRNA της ABCA1, που εμφάνισαν πλήρη 
συμπληρωματικότητα με το miR–33a (εικόνα 53). Κανένα από τα υπόλοιπα γονίδια 
που εξετάσθηκαν (ApoA1, SREBP–2, LXRa, LXRβ) δε διέθετε αλληλουχία 




Εικόνα 53: Τα υπολογιστικά προγράμματα Targetscan 6.2, miRanda και miRDB εντόπισαν τρεις 
συντηρημένες αλληλουχίες στην 3’–αμετάφραστη περιοχή του mRNA της ABCA1, πλήρως 
συμπληρωματικές στην αλληλουχία του miR–33a 
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Β.2Α.15 Ρύθμιση της ABCA1 από το miR–33a στα ανθρώπινα χονδροκύτταρα 
Προκειμένου να διερευνήσουμε το ρόλο του miR–33a στην έκφραση γονιδίων 
που ρυθμίζουν την έξοδο της χοληστερόλης από τα χονδροκύτταρα (ABCA1, ApoA1, 
LXRα και LXRβ), επιδράσαμε σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα με 30nM miR–33a για 
6 h, 24 h και 48 h. Η χορήγηση του miR–33a ήταν επιτυχής, καθώς παρατηρήθηκε 
στατιστικά αυξημένη έκφρασή του στα χονδροκύτταρα που δέχθηκαν την επίδραση 
σε σχέση με αυτά στα οποία δεν πραγματοποιήθηκε η επίδραση (p < 0.05) (εικόνα 
54Α). Η επίδραση με miR–33a οδήγησε σε στατιστικά σημαντική μείωση των mRNA 
επιπέδων της ABCA1, 6 h, 24 h και 48 h μετά τη χορήγηση (p < 0.05) (εικόνα 54Β), 
αλλά και των mRNA επιπέδων της ApoA1, 24h και 48h μετά τη χορήγηση του miR–
33a (p < 0.05) (εικόνα 54C). Επιπλέον, παρατηρήθηκαν σημαντικά αυξημένα 
επίπεδα του κύριου καταβολικού ενζύμου, MMP–13 στα κύτταρα στα οποία 
πραγματοποιήθηκε χορήγηση του miR–33a (p < 0.05) (εικόνα 54D). Αντιθέτως, η 
διαμόλυνση των φυσιολογικών χονδροκυττάρων με συγκεκριμένο microRNA, δεν 
είχε καμία επίδραση στα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων LXRa και LXRβ (p>0.05) 
(εικόνα 54E, 54F). 
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Εικόνα 54: Μεταγραφική έκφραση του miR–33a (Α) σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα μετά από χορήγηση 
του miR–33a. Τα επίπεδα έκφρασης του miR–33a είναι ομαλοποιημένα ως προς το μικρό πυρηνικό 
RNA U6. *p<0.05. Μεταγραφική έκφραση των γονιδίων ABCA1 (B), ApoA1 (C), MMP–13 (D), LXRa (E) 
και LXRβ (F) σε φυσιολογικά χονδροκύτταρα μετά από επίδραση με 30nM miR–33a για 6 h, 24 h και 48 
h. Τα επίπεδα έκφρασης των παραπάνω γονιδίων είναι ομαλοποιημένα ως προς το γονίδιο αναφοράς 
GAPDH. *p<0.05, NS=Not Significant (μη στατιστικά σημαντικό) 
 
Β.2Α.16 Ρύθμιση της ABCA1 από το anti–miR–33a στα ανθρώπινα 
χονδροκύτταρα 
Προκειμένου να επιβεβαιώσουμε ότι το miR–33a ρυθμίζει τα γονίδια που 
ευθύνονται για την έξοδο της χοληστερόλης από τα ανθρώπινα χονδροκύτταρα με 
τρόπο που μπορεί να αποκατασταθεί μετά τη χρήση του αναστολέα του, επιδράσαμε 
σε ΟΑ χονδροκύτταρα με 50nM anti–miR–33a για 24 h και 48 h και στη συνέχεια 
μελετήσαμε τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων ABCA1, ApoA1 και MMP–13. Η 
χρήση του αναστολέα του miR–33a ήταν επιτυχής, καθώς τα κύτταρα που 
διαμολύνθηκαν με anti–miR–33a, εμφάνιζαν στατιστικά σημαντικά μειωμένα επίπεδα 
έκφρασης του miR–33a σε σχέση με αυτά στα οποία δεν χορηγήσαμε anti–miR–33a  
(p < 0.05) (εικόνα 55A). Επιπλέον, τα επίπεδα έκφρασης τόσο της ABCA1, όσο και 
της ApoA1 εμφάνισαν στατιστικά σημαντική αύξηση (p < 0.05) (εικόνα 55B, 55C), 
ενώ μείωση παρατηρήθηκε στα επίπεδα έκφρασης της MMP–13 (p < 0.05) (εικόνα 
55D).  
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Εικόνα 55: Μεταγραφική έκφραση του miR–33a (Α) σε ΟΑ χονδροκύτταρα μετά από χορήγηση anti–
miR–33a. Τα επίπεδα έκφρασης του miR–33a είναι ομαλοποιημένα ως προς το μικρό πυρηνικό RNA 
U6. **p<0.001. Μεταγραφική έκφραση των γονιδίων ABCA1 (B), ApoA1 (C), και MMP–13 (D), σε ΟΑ 
χονδροκύτταρα μετά από επίδραση με 50nM anti–miR–33a για 24 h και 48 h. Τα επίπεδα έκφρασης των 
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B.2Β in vivo πειραματική διαδικασία 
Β.2Β.1 Δημιουργία οστεοαρθρίτιδας με διατομή του πρόσθιου χιαστού 
συνδέσμου (Anterior Cruciate Ligament Transection, ACLT) σε λευκά κουνέλια 
Νέας Ζηλανδίας (New Zealand white rabbits) 
Η διατομή του πρόσθιου χιαστού συνδέσμου σε κουνέλια  (ACLT) αποτελεί 
μία ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδο για τη δημιουργία ΟΑ σε πειραματικό ζωικό 
μοντέλο εξ’ αιτίας των πλεονεκτημάτων που προσφέρει. Πιο συγκεκριμένα, τα 
κουνέλια τα οποία έχουν υποστεί διατομή του προσθίου χιαστού συνδέσμου 
αναπτύσσουν μετεγχειρητικά και σε σύντομο χρονικό διάστημα βλάβες στην 
άρθρωση οι οποίες προσομοιάζουν σε μεγάλο βαθμό τις αλλοιώσεις που 
παρατηρούνται στην ανθρώπινη ΟΑ άρθρωση. Επιπλέον, έχει αναπτυχθεί ένα 
σύστημα καθορισμού και σταδιοποίησης της ΟΑ με βάση τις αλλαγές που 
παρατηρούνται σε όλα τα στοιχεία της άρθρωσης των κουνελιών, παρόμοιο με αυτό 
του ανθρώπου. 
Στη συγκεκριμένη διατριβή, μετά την ευθανασία ενός ζώου 30 ημέρες μετά τη 
ρήξη του πρόσθιου χιαστού συνδέσμου, επιβεβαιώθηκε η εμφάνιση ΟΑ στο 
πειραματικό ζωικό μοντέλο. Τα χειρουργημένα γόνατα των ζώων παρουσίαζαν 
σημαντική αποδόμηση του χόνδρου μακροσκοπικά, ενώ μετά από μοριακή ανάλυση, 
ανιχνεύθηκαν σημαντικά αυξημένα επίπεδα MMP–13, συνοδευόμενα από μειωμένα 
επίπεδα έκφρασης των αναβολικών μορίων COL2A1 και ΑCAN συγκριτικά με τις 
υγιείς αρθρώσεις, παρέχοντας δεδομένα για την ύπαρξη σημαντικής καταβολικής 
δραστηριότητας στο χόνδρο (εικόνα 56). 
 
 
Εικόνα 56: Μεταγραφική έκφραση των γονιδίων MMP–13, COL2A1 και ACAN σε φυσιολογικό χόνδρο 
κουνελιών και σε χόνδρο από αρθρώσεις ζώων μετά την ACLT. Τα επίπεδα έκφρασης των παραπάνω 
γονιδίων είναι ομαλοποιημένα ως προς το γονίδιο αναφοράς GAPDH. *p<0.05 
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Β.2Β.2 Μελέτη της μεταγραφικής έκφρασης του γονιδίου SREBP–2 σε 
φυσιολογικά και ΟΑ χονδροκύτταρα κουνελιών μετά τη ρήξη του πρόσθιου 
χιαστού συνδέσμου στα ζώα 
Τα in vitro αποτελέσματά μας για τη στατιστικά αυξημένη έκφραση του 
γονιδίου SREBP–2 στα ανθρώπινα ΟΑ χονδροκύτταρα σε σχέση με τα φυσιολογικά, 
επιβεβαιώνονται και in vivo. Η ρήξη του πρόσθιου χιαστού συνδέσμου στο 
πειραματικό μοντέλο των κουνελιών, οδήγησε σε εμφάνιση ΟΑ χαρακτηριστικών στις 
αρθρώσεις των ζώων αλλά και σε στατιστική αύξηση στα μεταγραφικά επίπεδα του 
SREBP–2 στον αρθρικό χόνδρο των κουνελιών, συγκριτικά με το φυσιολογικό 
χόνδρο από υγιείς αρθρώσεις (εικόνα 57). 
 
Εικόνα 57: Μεταγραφική έκφραση του γονιδίου SREBP–2 σε φυσιολογικό χόνδρο κουνελιών και σε 
χόνδρο από αρθρώσεις ζώων μετά την ACLT. Τα επίπεδα έκφρασης των παραπάνω γονιδίων είναι 
ομαλοποιημένα ως προς το γονίδιο αναφοράς GAPDH. *p<0.05 
 
Β.2Β.3 Η δράση του φαρμακευτικού αναστολέα των υποδοχέων του TGF–β, 
LY2109761, στην έκφραση των γονιδίων SREBP–2, COL2A1, COLX, ACAN και 
MMP–13 στο χόνδρο κουνελιών μετά από ρήξη του πρόσθιου χιαστού 
συνδέσμου 
Η ενδοαρθρική χορήγηση του φαρμακευτικού αναστολέα των υποδοχέων του 
TGF–β, LY2109761, (treated) σε 8 εγχύσεις στα ζώα, είχε ως αποτέλεσμα τη 
στατιστικά σημαντική μείωση των επιπέδων έκφρασης του SREBP–2 (εικόνα 58) και 
την εμφάνιση τάσης στη μείωση των επιπέδων έκφρασης του COLX (p < 0.09) 
(εικόνα 58) και της MMP–13 (p <0.09) (εικόνα 58) σε σχέση με την ομάδα ελέγχου 
(untreated). Η έκφραση των αναβολικών μορίων COL2A1 και ACAN, δεν εμφάνισε 
στατιστικά σημαντική διαφορά στα ζώα στα οποία αποσιωπήθηκε το σηματοδοτικό 
μονοπάτι του TGF–β με τη χρήση του αναστολέα (treated), συγκριτικά με τα ζώα τα 
οποία δεν έλαβαν αναστολέα (untreated). 
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Εικόνα 58: Η χορήγηση του φαρμακευτικού αναστολέα έναντι του TGF–β (8 εγχύσεις) στην έκφραση 
των γονιδίων SREBP–2, COLX και MMP–13 στον ΟΑ χόνδρο κουνελιών 
 
Η χορήγηση του φαρμακευτικού αναστολέα των υποδοχέων του TGF–β, 
LY2109761, (treated) για 20 ενδοαρθρικές εγχύσεις στα ζώα οδήγησε σε στατιστικά 
σημαντική μείωση των επιπέδων έκφρασης του SREBP–2 (p < 0.01) (εικόνα 59),  
του COLX (p < 0.01) (εικόνα 59) και της MMP–13 (p < 0.01) (εικόνα 59) σε σχέση με 
την ομάδα ελέγχου (untreated). Επιπλέον, σημαντική αύξηση παρατηρήθηκε στα 
επίπεδα έκφρασης της ACAN (p<0.05) (εικόνα 59), ενώ τάση αύξησης 
παρατηρήθηκε στην μεταγραφική έκφραση του COL2A1 (p = 0.063) (εικόνα 59) στα 
ζώα στα οποία αποσιωπήθηκε το σηματοδοτικό μονοπάτι του TGF–β με τη χρήση 
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Εικόνα 59: Η χορήγηση του φαρμακευτικού αναστολέα έναντι του TGF–β (20 εγχύσεις) στην έκφραση 
των γονιδίων SREBP–2, COLX, MMP–13, ACAN και COL2A1 στον ΟΑ χόνδρο κουνελιών 
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Β.3  ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Η Οστεοαρθρίτιδα (ΟΑ) αποτελεί την πιο συχνή χρόνια πάθηση των 
αρθρώσεων και μία από τις τέσσσερις ασθένειες του Μυοσκελετικού συστήματος με 
τη μεγαλύτερη επιβάρυνση σύμφωνα με τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας (ΠΟΥ). 
Ενδεικτικά αναφέρεται ότι ετησίως διαγιγνώσκονται 15.000.000 νέοι ασθενείς με ΟΑ 
στην Ευρωπαϊκή Ένωση και 21 εκατομμύρια στις Ηνωμένες Πολιτείες  [3]. Ειδικά για 
την Ελλάδα, σε μια μελέτη του 2006 στο γενικό πληθυσμό της χώρας μας από το 
Ελληνικό ίδρυμα Ρευματολογικών Ερευνών αναφέρεται ότι η συνολική συχνότητα της 
συμπτωματικής ΟΑ ανέρχεται στο 13,1% των ενηλίκων, ποσοστό που αντιστοιχεί σε 
περισσότερο από 1 εκατομμύριο πάσχοντες Έλληνες [29].  
Πρόκειται για μία ετερογενή και πολυπαραγοντική νόσο με γενετικές, 
μηχανικές και περιβαλλοντικές συνιστώσες να οδηγούν στην αποδόμηση του 
αρθρικού χόνδρου, ενώ και τα υπόλοιπα στοιχεία της άρθρωσης εμφανίζουν 
αλλοιώσεις, αναδεικνύοντας την ΟΑ ως νόσο ολόκληρης της άρθρωσης. Μεταξύ των 
αιτιολογικών παραγόντων που ευθύνονται για την εμφάνιση και εξέλιξή της 
συγκαταλέγονται η αυξημένη ηλικία, το γυναικείο φύλο, η μηχανική επιβάρυνση, η 
παχυσαρκία, οι τραυματισμοί των αρθρώσεων και η γενετική προδιάθεση, με τον 
ακριβή παθογενετικό μηχανισμό της νόσου να παραμένει σε μεγάλο βαθμό 
αδιευκρίνιστος [309].  
Η σοβαρού βαθμού διαταραχή της ομαλής λειτουργίας των στοιχείων της 
άρθρωσης που χαρακτηρίζει την ΟΑ, την κατατάσσει σε μία από τις σημαντικότερες 
αιτίες αναπηρίας του ενήλικου πληθυσμού μετά τις ρευματικές παθήσεις και τα  
καρδιαγγειακά νοσήματα. Οι επιπτώσεις της ΟΑ δεν αφορούν μόνο τον κάθε ασθενή 
χωριστά αλλά και την κάθε κοινωνία ως σύνολο τόσο σε κοινωνικό όσο και σε 
οικονομικό επίπεδο. Για την αντιμετώπιση των συμπτωμάτων της νόσου υπάρχουν 
φάρμακα που ανακουφίζουν τον πόνο των ασθενών, ωστόσο δεν υπάρχει ακόμα 
αποτελεσματική φαρμακευτική αγωγή που να θεραπεύει, αναστρέφει ή αναστέλλει 
την εξέλιξη της ασθένειας και έτσι οι περισσότεροι ασθενείς καταλήγουν σε 
χειρουργικές λύσεις για την αντιμετώπιση του προβλήματός τους. Υπολογίζεται ότι το 
ετήσιο κόστος για επεμβάσεις ολικής αρθροπλαστικής γόνατος και μόνο, στην 
Ευρώπη ανέρχεται στα δύο δισεκατομμύρια ευρώ. Κρίνεται, επομένως απαραίτητη η 
ανεύρεση νέων θεραπευτικών βιολογικών προσεγγίσεων που θα στοχεύουν στην 
αναστροφή του οστεοαρθριτικού φαινοτύπου και κατ’ επέκταση στην αναστολή της 
εξέλιξης της νόσου [3]. 
Για το σκοπό αυτό, τα τελευταία χρόνια η επιστημονική έρευνα στράφηκε 
στον εντοπισμό γονιδίων και στη διερεύνηση σηματοδοτικών μονοπατιών που 
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σχετίζονται με αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης ΟΑ. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν 
πρωτεομικές αναλύσεις σύμφωνα με τις οποίες μεταξύ των πρωτεϊνών που 
εμφανίζουν διαφοροποιημένη έκφραση μεταξύ ΟΑ και φυσιολογικού χόνδρου, ένα 
μεγάλο ποσοστό ενέχεται σε σηματοδοτικά μονοπάτια του μεταβολισμού των 
λιπιδίων [100, 106]. Επιπλέον, πρόσφατες μελέτες που επικεντρώθηκαν στην 
παθοφυσιολογία της ΟΑ, παρέχουν δεδομένα για την εμφάνιση διακριτών 
φαινοτύπων που χαρακτηρίζουν την ασθένεια, με το μεταβολικό φαινότυπο να 
κατέχει σημαντικό ρόλο [118]. Πληθώρα ισχυρών επιδημιολογικών μελετών 
υποστηρίζουν το σημαντικό ρόλο των μεταβολικών παραγόντων στην 
οστεοαρθρίτιδα [157-160], ενώ είναι ενδιαφέρον, ότι πολλά κοινά μόρια φαίνεται να 
εμπλέκονται τόσο στην παθοφυσιολογία της οστεοαρθρίτιδας όσο και στις 
μεταβολικές διαταραχές. Η ύπαρξη ισχυρής μεταβολικής συνιστώσας στη νόσο 
οδήγησε στο χαρακτηρισμό της ως πέμπτο χαρακτηριστικό του μεταβολικού 
συνδρόμου, μετά την υπέρταση, τη δυσλιπιδαιμία, το διαβήτη τύπου ΙΙ και την 
παχυσαρκία [119, 120, 141]. Ως εκ τούτου, είναι επόμενο, τα γονίδια που 
εμπλέκονται στον μεταβολισμό των λιπιδίων να αποτελούν σημαντικό ερευνητικό 
στόχο στα πλαίσια της συνεχιζόμενης διερεύνησης του πολυπαραγοντικού αυτού 
νοσήματος.  
Η διατήρηση της ομοιοστασίας του μεταβολισμού των λιπιδίων είναι αναγκαία 
για τη φυσιολογική λειτουργία όλων των κυττάρων και κατ’  επέκταση του 
οργανισμού, ενώ διαταραχές του λιπιδιακού μεταβολισμού αποτελούν την 
πρωταρχική αιτία εκδήλωσης διαφόρων ασθενειών [165]. Γίνεται συνεπώς κατανοητό 
ότι είναι απαραίτητη η ορθή λειτουργία ρυθμιστικών μηχανισμών. Σημαντικοί 
ρυθμιστές του μεταβολισμού των λιπιδίων είναι μεταξύ άλλων, οι μεταγραφικοί 
παράγοντες SREBPs και πιο συγκεκριμένα τα SREBP–1a, SREBP–1c και SREBP–
2, με τα δύο πρώτα να ρυθμίζουν το μεταβολισμό λιπαρών οξέων και τριγλυκεριδίων 
και το SREBP–2 να αποτελεί το βασικό ρυθμιστή του μεταβολισμού της 
χοληστερόλης [170]. Όταν υπάρχει ανάγκη για σύνθεση λιπιδίων η ώριμη μορφή των 
SREBPs μεταφέρεται στον πυρήνα όπου και προσδένεται στους υποκινητές των 
γονιδίων – στόχων τους και επάγει την έκφρασή τους [171]. Όταν η χοληστερόλη 
συσσωρεύεται στη μεμβράνη του ενδοπλασματικού δικτύου, η  πρωτεολυτική 
ενεργοποίηση των SREBPs διακόπτεται και η έκφραση των γονιδίων – στόχων τους 
μειώνεται [171]. Παρ’ ότι η δράση τους είναι καλά μελετημένη σε ασθένειες του 
μεταβολικού συνδρόμου [310-312], η πιθανή εμπλοκή τους στην ΟΑ, στα πλαίσια 
του μεταβολικού φαινοτύπου της νόσου δεν είχε έως τώρα διερευνηθεί. Στην 
παρούσα διατριβή, προκειμένου να μελετηθεί ο ρόλος του SREBP–2 στην ΟΑ, 
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προσδιορίστηκαν αρχικά τα επίπεδα έκφρασής του, τόσο σε φυσιολογικά όσο και σε 
ΟΑ χονδροκύτταρα. Παρατηρήθηκε αυξημένη μεταγραφική και πρωτεϊνική έκφραση 
του SREBP–2 στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα φυσιολογικά, ενισχύοντας τις 
ενδείξεις για ενεργή συμμετοχή του βασικού ρυθμιστή του μεταβολισμού της 
χοληστερόλης στην εξέλιξη της νόσου. Επιπλέον, επίδραση με 25–
υδροξυχοληστερόλη σε ΟΑ χονδροκύτταρα είχε ως αποτέλεσμα σημαντική αύξηση 
των πρωτεϊνικών επίπεδων του SREBP–2 και των μεταγραφικών επιπέδων της 
MMP–13, βασικού καταβολικού ενζύμου στη νόσο, ενισχύοντας την άποψη ότι ο 
μεταβολισμός των λιπιδίων είναι σημαντικά διαταραγμένος στην ΟΑ. Η εμπλοκή του 
SREBP–2 στην παθοφυσιολογία της ΟΑ επιβεβαιώνεται και από μελέτη της 
ερευνητικής μας ομάδας σύμφωνα με την οποία ο μονονουκλεοτιδικός 
πολυμορφισμός 1784G>C και συγκεκριμένα ο ετερόζυγος γονότυπος GC, εμφανίζει 
ισχυρή συσχέτιση με τον αυξημένο δείκτη μάζας σώματος και με την προδιάθεση για 
εκδήλωση της νόσου στους Καυκάσιους [71], ενώ πιο πρόσφατη μελέτη του ίδιου 
πολυμορφισμού σε Κινεζικό πληθυσμό ισχυροποίησε τα παραπάνω αποτελέσματα 
[72]. 
Συνεχίζοντας τη διερεύνηση της πιθανής εμπλοκής του μεταβολισμού της 
χοληστερόλης στην ΟΑ, η μελέτη μας στράφηκε στο HMGCR, γονίδιο – στόχο του 
SREBP–2.  Το HMGCR ή αλλιώς η αναγωγάση του μεβαλονικού οξέος καταλύει το 
σημαντικότερο στάδιο στο βιοσυνθετικό μονοπάτι της χοληστερόλης, μετατρέποντας 
το HMG–CoA σε μεβαλονικό οξύ, ενώ ταυτόχρονα αποτελεί το βασικό στόχο των 
στατινών, ουσιών που χρησιμοποιούνται σε ασθένειες του μεταβολικού συνδρόμου 
για τη μείωση των επιπέδων της χοληστερόλης στον οργανισμό [313, 314]. Για 
πρώτη φορά μελετάται η εμπλοκή του HMGCR στην ΟΑ μέσω της παρούσας 
διατριβής στην οποία προσδιορίστηκαν τα επίπεδα έκφρασής του στα ΟΑ και στα 
φυσιολογικά χονδροκύτταρα. Τα αποτελέσματά μας έδειξαν ότι τα χονδροκύτταρα 
που προέρχονται από ΟΑ ασθενείς εμφανίζουν στατιστικά σημαντικά αυξημένα 
μεταγραφικά και πρωτεϊνικά επίπεδα του HMGCR σε σχέση με τα φυσιολογικά 
χονδροκύτταρα. Ενδιαφέρον είναι το γεγονός ότι σύμφωνα με προηγούμενη μελέτη 
από την ερευνητική μας ομάδα, η χρήση ατορβαστατίνης σε ΟΑ χονδροκύτταρα, 
ουσίας που καταστέλλει την έκφραση του HMGCR, οδήγησε σε μείωση των 
επιπέδων έκφρασης της φλεγμονώδους κυτοκίνης IL–1β και του καταβολικού 
ενζύμου MMP–13, ενώ η αυξημένη έκφραση των αναβολικών μορίων COL2A1 και 
ACAN, παρέχει δεδομένα για την ισχυρή χονδροπροστατευτική δράση της 
αναστολής του HMGCR μέσω των στατινών στην ΟΑ [315]. 
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Τα παραπάνω αποτελέσματα μας ώθησαν στο να διερευνήσουμε το 
σηματοδοτικό μονοπάτι που είναι πιθανόν να ευθύνεται για την αυξημένη σύνθεση 
χοληστερόλης που παρατηρήσαμε στα ΟΑ χονδροκύτταρα. Λαμβάνοντας υπ’  οψιν 
μας προηγούμενα δεδομένα που υποστηρίζουν πως η έκφραση του SREBP–2 
επάγεται από τις κινάσες PI3K και Akt στο διαβήτη, στον καρκίνο και στις ιϊκές 
μολύνσεις [177], διερευνήσαμε το συγκεκριμένο σηματοδοτικό μονοπάτι, το οποίο 
αποτελεί σημαντικό ρυθμιστή του μεταβολισμού των λιπιδίων, στην ΟΑ.  
Διαπιστώσαμε αυξημένα πρωτεϊνικά επίπεδα των φωσφορυλιωμένων  – ενεργών 
μορφών των PI3K και Akt κινασών στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα 
φυσιολογικά, με τα επίπεδα της αντίστοιχης μη φωσφορυλιωμένης – ανενεργής 
πρωτεΐνης τους να μην εμφανίζουν διαφορά, παρέχοντας δεδομένα για την εμπλοκή 
της ενεργοποίησης του εν λόγω σηματοδοτικού μονοπατιού στη νόσο. Τα 
αποτελέσματά μας βρίσκονται σε συμφωνία με πρόσφατα δεδομένα σύμφωνα με τα 
οποία η ενεργοποίηση του σηματοδοτικού μονοπατιού PI3K/Akt φαίνεται να αυξάνει 
την παραγωγή μεταλλοπρωτεϊνασών από τα χονδροκύτταρα [189-191]. Αντιθέτως, η 
χρήση ενός συνθετικού αναστολέα του PI3K σηματοδοτικού μονοπατιού φαίνεται να 
μειώνει την έκκριση MMPs, ανάγοντας την αναστολή του ως θεραπευτικό μέσο για 
την αντιμετώπιση της ΟΑ [196]. 
Συνεχίζοντας την έρευνά μας με σκοπό την απόκτηση ολοκληρωμένης 
εικόνας του σηματοδοτικού μονοπατιού που ελέγχει τη σύνθεση χοληστερόλης στα 
ΟΑ χονδροκύτταρα, στραφήκαμε στη διερεύνηση του αυξητικού παράγοντα TGF–β, 
και των ιντεγκρινών που βρίσκονται ανοδικά των κινασών PI3K και Akt και επάγουν 
την ενεργοποίησή τους [177]. Στην παρούσα διατριβή μελετήσαμε και τους δύο 
τρόπους επαγωγής των προαναφερθέντων κινασών και βρήκαμε ότι τόσο ο TGF–β1 
όσο και η ιντεγκρίνη aV (ITGAV) εμφάνισαν στατιστικά αυξημένα μεταγραφικά και 
πρωτεϊνικά επίπεδα έκφρασης στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα φυσιολογικά. 
Η υπερέκφραση του TGF–β1 στην ΟΑ περιγράφεται και από άλλες έρευνες τόσο in 
vitro κατά τη μελέτη της ΟΑ στον άνθρωπο [316-318], όσο και in vivo σε πειραματικά 
ζωικά μοντέλα ΟΑ [319, 320]. Επιπλέον, πολλές υπομονάδες των 
μηχανοϋποδοχέων – ιντεγκρινών έχει δειχθεί ότι εκφράζονται στα χονδροκύτταρα 
[214-218] με την ITGAV να υπερεκφράζεται στα ΟΑ χονδροκύτταρα σύμφωνα με 
πρόσφατη πρωτεομική μελέτη [100]. 
Ακολούθησε περαιτέρω διερεύνηση με αντικείμενο την επίδραση που μπορεί 
να έχει ο εν λόγω αυξητικός παράγοντας στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα και 
βρήκαμε ότι ο TGF–β1 επάγει την έκφραση των γονιδίων SREBP–2 και HMGCR 
μέσω φωσφορυλίωσης της κινάσης PI3K, ενώ αυξάνονται και τα επίπεδα έκφρασης 
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της MMP–13, προάγοντας την εκδήλωση ΟΑ φαινοτύπου. Η επίδραση του 
συγκεκριμένου αυξητικού παράγοντα στα πλαίσια του μεταβολικού φαινοτύπου της 
ΟΑ μελετάται για πρώτη φορά, ενώ η σηματοδότηση αυτή επιβεβαιώνεται από πολύ 
πρόσφατα δεδομένα σε κύτταρα του ήπατος [321]. Η χρήση συνθετικού αναστολέα 
των υποδοχέων του TGF–β για μικρό χρονικό διάστημα είχε ως αποτέλεσμα τη 
μείωση των επιπέδων έκφρασης του SREBP–2 αλλά δεν είχε κανένα αποτέλεσμα 
στα επίπεδα έκφρασης της MMP–13, και της ACAN, βασικού αναβολικού μορίου, 
ενισχύοντας τα δεδομένα που θέλουν τον TGF–β να εμφανίζει διττό ρόλο στο 
χόνδρο, είτε αναβολικό είτε καταβολικό που εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από την 
ηλικία των χονδροκυττάρων, τη δόση και το διάστημα χορήγησής του στα κύτταρα 
αλλά και από την αλληλεπίδραση ποικίλων σηματοδοτικών μονοπατιών που επάγει η 
ενεργοποίησή του [230-232, 234]. 
Δεδομένου ότι ανοδικά του σηματοδοτικού μονοπατιού που διερευνούμε 
βρίσκονται οι ιντεγκρίνες και προς επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων μας, 
χρησιμοποιήσαμε ένα συνθετικό αναστολέα για την αποσιώπηση της έκφρασης των 
ιντεγκρινών. Στη συνέχεια μελετήσαμε την επίδραση του συνθετικού αναστολέα 
cyclo–RGDFV στα ΟΑ χονδροκύτταρα και παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική 
μείωση της έκφρασης των γονιδίων SREBP–2 και HMGCR, καθώς και της ενεργής 
μορφής της κινάσης PI3K. Επιπλέον, παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική μείωση 
της έκφρασης της MMP–13, συνοδευόμενη από αυξημένα επίπεδα της ACAN αλλά 
όχι του COL2A1. Τα παραπάνω δεδομένα υποστηρίζουν τον κεντρικό ρόλο που 
διαδραματίζουν οι ιντεγκρίνες στην ΟΑ και δη στο μεταβολικό φαινότυπο της νόσου, 
προτείνοντας τη χρήση αναστολέα των ιντεγκρινών ως μέσο για την τουλάχιστον εν 
μέρει αναστροφή του ΟΑ φαινοτύπου. Σύμφωνα με προηγούμενα δεδομένα, η 
ενεργοποίηση της σηματοδότησης των ιντεγκρινών στα χονδροκύτταρα επάγει την 
έκφραση MMPs, NO, IL–1β, IL–6 και IL–8, αποικοδομητικών ενζύμων και 
φλεγμονωδών μορίων υπεύθυνων για την αποδόμηση του αρθρικού χόνδρου που 
παρατηρείται στην ΟΑ [219]. 
Τα παραπάνω αποτελέσματα παρέχουν δεδομένα για την ισχυρή εμπλοκή 
του SREBP–2, βασικού ρυθμιστή του μεταβολισμού της χοληστερόλης, και του 
γονιδίου – στόχου του HMGCR, του σημαντικότερου ενζύμου στο βιοσυνθετικό 
μονοπάτι σύνθεσης της χοληστερόλης στην OA. Επιπλέον περιγράφεται για πρώτη 
φορά το σηματοδοτικό μονοπάτι ITGAV/TGF–β1/PI3K/Akt ως υπεύθυνο για την 
αυξημένη σύνθεση της χοληστερόλης στα ΟΑ χονδροκύτταρα, αναδεικνύοντας την 
αναστολή των ιντεγκρινών ως πιθανό θεραπευτικό μέσο για την αντιμετώπιση της 
νόσου. 
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Στα πλαίσια της διερεύνησης του μεταβολικού φαινοτύπου της ΟΑ, η 
ερευνητική μας ομάδα έδειξε στο παρελθόν μειωμένη λειτουργία του συστήματος 
εξόδου της περίσσειας χοληστερόλης από τα οστεοαρθριτικά χονδροκύτταρα. Πιο 
συγκεκριμένα, η έκφραση των γονιδίων ABCA1 και ApoA1, καθώς και των 
μεταγραφικών παραγόντων – ρυθμιστών τους, LXRα και LXRβ, είναι σημαντικά 
μειωμένη στα ΟΑ χονδροκύτταρα σε σχέση με τα φυσιολογικά, επάγοντας την 
εμφάνιση τοξικότητας στα κύτταρα εξαιτίας της συσσωρευμένης χοληστερόλης [127, 
252, 322].  
Σε συνδυασμό με τα παραπάνω αποτελέσματα, φαίνεται πως οι διαδικασίες 
που σχετίζονται με το μεταβολισμό των λιπιδίων, τόσο η σύνθεση χοληστερόλης όσο 
και η έξοδος της περίσσειας της, είναι ισχυρά διαταραγμένες στα ΟΑ χονδροκύτταρα, 
με τους μηχανισμούς αλληλεπίδρασής τους να παραμένουν σε μεγάλο βαθμό 
αδιευκρίνιστοι. Για το λόγο αυτό, επόμενο στόχο της παρούσας διατριβής αποτέλεσε 
η διερεύνηση κοινών μοριακών μηχανισμών που ενέχονται στη ρύθμιση της 
έκφρασης γονιδίων υπεύθυνων τόσο για τη σύνθεση όσο και για την έξοδο της 
χοληστερόλης, προκειμένου να βρεθούν κοινοί μοριακοί στόχοι για την αντιμετώπιση 
της νόσου.  
Η επιστημονική έρευνα τα τελευταία χρόνια έχει επικεντρωθεί στη μελέτη 
διαφόρων επιγενετικών μηχανισμών που ευθύνονται για τη ρύθμιση της έκφρασης 
γονιδιών και σηματοδοτικών μονοπατιών που ενέχονται στην ΟΑ [323]. Μεταξύ των 
επιγενετικών μηχανισμών, σημαντική θέση κατέχουν τα microRNAs, μικρές μη 
κωδικές αλληλουχίες RNA, ρυθμιστές της γονιδιακής έκφρασης [257-259]. Τα 
microRNAs ρυθμίζουν την αποσιώπηση της έκφρασης των γονιδίων με δύο 
τρόπους, είτε καταστέλλοντας τη διαδικασία της μετάφρασης όταν δεν υπάρχει 
πλήρης συμπληρωματικότητα μεταξύ του microRNA με το mRNA – στόχο, είτε 
αποικοδομώντας τα mRNA στα οποία στοχεύουν, στην περίπτωση που υπάρχει 
πλήρης συμπληρωματικότητα μεταξύ των δύο μορίων [324]. Τα microRNAs 
αποτελούν σημαντικά εργαλεία για την αποσιώπηση της έκφρασης γονιδίων που 
ενέχονται στην εκδήλωση ασθενειών και χρησιμοποιούνται πλέον ευρέως ως 
εργαλεία για την ανάδειξη νέων θεραπειών πολλών τύπων καρκίνου [325]. 
Πρόσφατες μελέτες έχουν αναγνωρίσει έναν αριθμό microRNAs τα οποία ρυθμίζουν 
γονίδια εμπλεκόμενα σε σηματοδοτικά μονοπάτια που προδιαθέτουν για την 
εκδήλωση και εξέλιξη της ΟΑ [100, 277, 326-328], ενώ συγκεκριμένα microRNAs 
φαίνεται να ασκούν κοινή δράση σε διαδικασίες που λαμβάνουν χώρα τόσο στο 
λιπώδη ιστό όσο και στον αρθρικό χόνδρο [100, 329]. 
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Σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της ομοιόστασης της χοληστερόλης σε διάφορες 
μεταβολικές διαταραχές, διαδραματίζει το miR–33a [330], ένα microRNA το οποίο 
παράγεται από το εσώνιο 16 του γονιδίου SREBP–2 και για το οποίο μέχρι στιγμής 
δεν είχε αναφερθεί συσχέτιση με την OA. Στην παρούσα διατριβή, διερευνήσαμε το 
ρόλο του συγκεκριμένου microRNA στη σύνθεση της χοληστερόλης και στην 
έκφραση των γονιδίων που σχετίζονται με την έξοδο της χοληστερόλης από τα 
κύτταρα. Αρχικά, προσδιορίστηκαν τα επίπεδα έκφρασης του miR–33a σε 
φυσιολογικά και ΟΑ χονδροκύτταρα και διαπιστώθηκε αύξηση των μεταγράφων του 
miR–33a στα ΟΑ χονδροκύτταρα συγκριτικά με τα φυσιολογικά, παράλληλα με την 
αυξημένη έκφραση του γονιδίου SREBP–2 από το οποίο παράγεται. Προηγούμενα 
αποτελέσματα σε ανθρώπινους ιστούς και σε ιστούς ποντικών, όπως στα κύτταρα 
HEK293, στα κύτταρα του ήπατος Hep3B και στα μακροφάγα των ποντικών έδειξαν 
ότι το συγκεκριμένο microRNA συνεκφράζεται με το γονίδιο από το οποίο παράγεται 
[299, 300, 331, 332], όπως διαπιστώσαμε κ εμείς στα ανθρώπινα χονδροκύτταρα. 
Συνεχίζοντας με τη μελέτη του ρόλου του miR–33a στην ΟΑ, και λαμβάνοντας 
υπ’ όψη μας προηγούμενα αποτελέσματα της παρούσας διατριβής σχετικά με την 
ενεργοποίηση του SREBP–2 από τον αυξητικό παράγοντα TGF–β1 στα 
χονδροκύτταρα, διερευνήσαμε εάν και κατά πόσο ο εν λόγω αυξητικός παράγοντας 
επάγει την έκφραση του miR–33a. Επίδραση φυσιολογικών χονδροκυττάρων με 
TGF–β1 είχε ως αποτέλεσμα την αύξηση των επιπέδων έκφρασης του miR–33a 
αλλά και του SREBP–2, παρέχοντας δεδομένα για την κοινή μεταγραφική 
ενεργοποίησή τους από τον ίδιο αυξητικό παράγοντα. Σύμφωνα με πολύ πρόσφατη 
μελέτη σε αθανατοποιημένη ανθρώπινη ηπατοκυτταρική σειρά στην οποία 
διερευνήθηκε η έκφραση του miR–33a και του SREBP–2, τα μεταγραφικά επίπεδα 
και των δύο αυξάνονται κατά δοσο–εξαρτώμενο και χρονο–εξαρτώμενο τρόπο μετά 
την ενεργοποίηση της TGF–β1 σηματοδότησης [321]. Επιπλέον δείξαμε ότι η χρήση 
anti–miR–33a σε κύτταρα στα οποία πραγματοποιήθηκε επίδραση με τον 
συγκεκριμένο αυξητικό παράγοντα εμφάνισαν σημαντικά μειωμένα επίπεδα του 
SREBP–2, επιβεβαιώνοντας προηγούμενες in vitro και in vivo μελέτες οι οποίες είχαν 
περιγράψει την ισχυρή σύνδεση γονιδίων με microRNAs που παράγονται από 
κάποιο εσώνιό τους, όπως συμβαίνει και στην περίπτωση των  miR–33a/ SREBP–2  
[299, 300, 332].  
Στη συνέχεια, βασιζόμενοι στα προηγούμενα αποτελέσματά μας για την 
ενεργοποίηση του SREBP–2 από τον TGF–β1 στα ανθρώπινα χονδροκύτταρα μέσω 
του σηματοδοτικού μονοπατιού PI3k/Akt, [71] διερευνήσαμε την επίδραση του 
αναστολέα του miR–33a (miR–33a inhibitor) στο συγκεκριμένο σηματοδοτικό 
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μονοπάτι. Η σηματοδότηση που διαμεσολαβείται από τις κινάσες PI3k και Akt κατέχει 
σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της παραγωγής MMPs από τα χονδροκύτταρα [197], 
ενώ έχει προταθεί η εμπλοκή του σε διάφορες παθολογικές καταστάσεις, μεταξύ των  
οποίων ο καρκίνος, ο διαβήτης, οι ιϊκές λοιμώξεις [177] και πιο πρόσφατα  η ηπατική 
ίνωση, αναδεικνύοντας τη σημαντική συμμετοχή της στη ρύθμιση του μεταβολισμού 
των λιπιδίων [321]. Τα πειραματικά μας αποτελέσματα έδειξαν ότι η χρήση 
αναστολέα του miR–33a σε επαγόμενα με TGF–β1 χονδροκύτταρα, οδήγησαν σε 
μείωση της φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης Akt, γεγονός που υποστηρίζεται από 
πρόσφατα βιβλιογραφικά δεδομένα τα οποία αναφέρουν πως η επαγόμενη από τον 
αυξητικό παράγοντα TGF–β1 φωσφορυλίωση της Akt, παρεμποδίζεται από την 
αναστολή του mir–33a σε ηπατοκαρκινικά κύτταρα Lx–2 [321].  
Τα παραπάνω ευρήματα παρέχουν δεδομένα για την εμπλοκή του miR–33a 
στη ρύθμιση του σηματοδοτικού μονοπατιού TGF–β1/PI3k/Akt/SREBP–2, το οποίο 
έχουμε δείξει ότι είναι υπεύθυνο για την αυξημένη σύνθεση χοληστερόλης στα ΟΑ 
χονδροκύτταρα.  
Μετά την επιβεβαίωση της αυξημένης ενεργότητας του μονοπατιού TGF–
β1/PI3k/Akt/SREBP–2 στον ΟΑ χόνδρο και την εμπλοκή του miR–33a σε αυτό, 
ακολούθησε μελέτη της πιθανής επίδρασης του εν λόγω microRNA στα γονίδια που 
ενέχονται στην έξοδο της χοληστερόλης από τα κύτταρα. Δεδομένου ότι τα 
microRNAs συμμετέχουν στη ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης μέσω της σύνδεσης 
τους στην 3’ αμετάφραστη περιοχή του mRNA στόχου, πραγματοποιήθηκε ανάλυση 
της 3’ αμετάφραστης περιοχής του mRNA των γονιδίων ABCA1, ApoA1, LXRα και 
LXRβ, για την ύπαρξη θέσεων σύνδεσης του miR–33a με τη χρήση εργαλείων 
βιοπληροφορικής. Με χρήση ειδικών υπολογιστικών προγραμμάτων, όπως τα 
Targetscan, miRanda και miRDB φάνηκε η παρουσία τριών συντηρημένων 
αλληλουχιών σύνδεσης του miR–33a στην 3’ αμετάφραστη περιοχή του mRNA της 
ABCA1, ενώ δεν υπήρξε καμία θέση σύνδεσης στα mRNA των γονιδίων ApoA1, 
LXRα και LXRβ. Συνεπώς, η ABCA1 αποτελεί άμεσο και ειδικό στόχο του miR–33a 
όπως είχε δειχθεί από προηγούμενες ερευνητικές ομάδες [297, 298, 300, 301] αλλά 
και από εμάς στην παρούσα διατριβή.  
Η χρήση των υπολογιστικών προγραμμάτων μπορεί να δίνει πληροφορίες 
σχετικά με την αντιστοίχηση των microRNAs με τα mRNAs στόχους, ωστόσο δεν 
παρέχει πληροφορίες σε κυτταρικό επίπεδο, με ποιον τρόπο δηλαδή αλληλεπιδρούν 
με τα γονίδια – στόχους στους διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους προκειμένου να 
ρυθμίσουν την έκφραση τους. Ως εκ τούτου, προκειμένου να μελετηθεί διεξοδικά ο 
τρόπος ρύθμισης της έκφρασης γονιδίων που ευθύνονται για την έξοδο της 
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περίσσειας χοληστερόλης από τα χονδροκύτταρα μέσω του miR–33a ακολούθησε 
πειραματική μελέτη της αλληλεπίδρασης του miR–33a με τα mRNAs στόχους. 
Μετά τη χορήγηση του miR–33a στα φυσιολογικά χονδροκύτταρα 
παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική μείωση της μεταγραφικής έκφρασης της ABCA1 
και της ApoA1, υποστηρίζοντας πως το miR–33a εμπλέκεται στη ρύθμιση της 
έκφρασής τους, αναδεικνύοντας έναν πιθανό μοριακό μηχανισμό ο οποίος συμβάλλει 
στη διαφοροποιημένη έκφραση της ABCA1 και της ApoA1 μεταξύ ΟΑ και 
φυσιολογικού χόνδρου. Καθώς η ApoA1 δεν αποτελεί στόχο του miR–33a, η μείωση 
των επιπέδων έκφρασής της μετά τη χορήγησή του, αποτελεί έμμεσο αποτέλεσμα 
προερχόμενο από τη μείωση των επιπέδων έκφρασης της ABCA1, άμεσο στόχο του 
miR–33a, το οποίο εμφανίζει πλήρη συμπληρωματικότητα με την 3’ αμετάφραστη 
περιοχή της. Όσον αφορά στα γονίδια LXRα και LXRβ, η χορήγηση του miR–33a στα 
φυσιολογικά χονδροκύτταρα, δεν είχε καμία επίδραση στα επίπεδα έκφρασής τους. 
Επιπλέον, παρατηρήσαμε στατιστικά αυξημένα επίπεδα  της MMP–13, παρέχοντας 
δεδομένα για την καταβολική δράση του εν λόγω microRNA στο χόνδρο.  
Προκειμένου να επιβεβαιώσουμε τα ανωτέρω αποτελέσματα και να δείξουμε 
ότι η επίδραση που έχει το miR–33a στην έκφραση γονιδίων που ενέχονται στην 
έξοδο της χοληστερόλης μπορεί να αντιστραφεί με τη χρήση του αναστολέα του, 
επιδράσαμε σε ΟΑ χονδροκύτταρα με τον αναστολέα του miR–33a. Πράγματι, η 
διαμόλυνση ΟΑ χονδροκυττάρων με ολιγονουκλεοτίδια για την αποσιώπηση του 
miR–33a είχε ως αποτέλεσμα τη στατιστικά σημαντική αύξηση των επιπέδων της 
ABCA1 και της ApoA1, με τα επίπεδα της MMP–13, του κύριου καταβολικού ενζύμου 
στην ΟΑ να μειώνονται σημαντικά, προτείνοντας έναν πιθανό μοριακό μηχανισμό 
αναστολής της εξέλιξης της νόσου.  
Τα παραπάνω αποτελέσματα αναδεικνύουν το miR–33a ως ένα τμήμα ενός 
διαφορετικού ρυθμιστικού μηχανισμού των γονιδίων που εμπλέκονται στην εκροή της 
χοληστερόλης, εκτός από το παραδοσιακό ρυθμιστικό σύστημα των μεταγραφικών 
παραγόντων LXR, παρέχοντας νέα στοιχεία σχετικά με τη συμβολή του miR–33a 
στην παρεμπόδιση της αντίστροφης μεταφοράς της χοληστερόλης σε ανθρώπινα 
χονδροκύτταρα. 
Το miR–33a σύμφωνα με προηγούμενες μελέτες καταστέλλει την έκφραση 
της ABCA1, μειώνοντας την εκροή της χοληστερόλης στην ApoA1 σε ανθρώπινα 
μακροφάγα και σε μακροφάγα ποντικών, όπως επίσης και σε κύτταρα του ήπατος 
και πιο συγκεκριμένα στην ανθρώπινη ηπατοκαρκινική κυτταρική σειρά HepG2, 
στους ανθρώπινους ινοβλάστες IMR–90 και την κυτταρική σειρά μακροφάγων 
ποντικού J774 [301]. Επιπλέον, σύμφωνα με in vivo μελέτες για τη διερεύνηση της 
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υπερχοληστερολαιμίας και της αθηρωμάτωσης το miR–33a καταστέλλει την έκφραση 
της ABCA1 και μειώνει τα επίπεδα της HDL. Ποντίκια τα οποία υπέστησαν απαλοιφή 
του γονιδίου του miR–33a εμφάνισαν στατιστικά αυξημένα επίπεδα της HDL, ενώ 
μειώθηκε σημαντικά το μέγεθος της αθηρωματικής πλάκας και η ποσότητα των 
λιπιδίων που τα χαρακτήριζε [297, 304, 332]. Η αναστολή της έκφρασης του 
ενδογενούς miR–33a, μέσω της αύξησης των επιπέδων της  HDL και της ABCA1 
[297, 299, 300, 304, 332], αποτελεί σημαντικό εργαλείο στη θεραπεία της 
δυσλιπιδαιμίας, των καρδιαγγειακών νοσημάτων και άλλων μεταβολικά σχετιζόμενων 
διαταραχών, ενώ για πρώτη φορά αναδεικνύεται ως θεραπευτικός στόχος στην ΟΑ, 
στα πλαίσια του μεταβολικού της φαινοτύπου. 
Τα μέχρι στιγμής αποτελέσματά μας, ενισχύουν τα δεδομένα για την ύπαρξη 
μεταβολικής συνιστώσας στην ΟΑ, μέσω διερεύνησης της έκφρασης γονιδίων που 
ενέχονται στο μεταβολισμό των λιπιδίων στη νόσο και κυρίως μέσω της αναγνώρισης 
σηματοδοτικών μονοπατιών στα οποία οφείλεται η διαφοροποιημένη έκφραση των 
υπό μελέτη γονιδίων αλλά και μέσω κοινών μορίων, υπεύθυνων για την 
αλληλεπίδραση των σημαντοδοτικών μονοπατιών. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει 
το γεγονός πως ως κοινό μόριο που βρίσκεται ανοδικά της πλήρους σηματοδότησης, 
σχετικής με το διαταραγμένο μεταβολισμό των λιπιδίων που περιγράφουμε στην ΟΑ, 
αναγνωρίζεται ο αυξητικός παράγοντας TGF–β1. Ο συγκεκριμένος αυξητικός 
παράγοντας, μέσω της μεταβολικά–σχετιζόμενης σηματοδότησης που επάγει 
φαίνεται να προωθεί τον ΟΑ φαινότυπο των χονδροκυττάρων. Για το λόγο αυτό, στο 
τελευταίο τμήμα της παρούσας διατριβής επιλέξαμε να χρησιμοποιήσουμε συνθετικό 
αναστολέα των υποδοχέων του TGF–β και να εκτιμήσουμε τα αποτελέσματα της 
χορήγησής του in vivo, σε πειραματικό ζωικό μοντέλο οστεοαρθρίτιδας.  
Αναλυτικότερα, λευκά κουνέλια Νέας Ζηλανδίας υπέστησαν διατομή του 
πρόσθιου χιαστού συνδέσμου στο δεξί τους γόνατο για τη δημιουργία μηχανικής 
αστάθειας στην άρθρωση και την επακόλουθη εμφάνιση ΟΑ χαρακτηριστικών. Η 
εγκατάσταση της ΟΑ επιβεβαιώθηκε τόσο με μακροσκοπική παρατήρηση των υπό 
εξέταση γονάτων όσο και με μοριακή εξέταση της έκφρασης του βασικού 
καταβολικού ενζύμου, της MMP–13 και των αναβολικών μορίων COL2A1 και ACAN. 
Περίπου 30 μέρες μετεγχειρητικά, τα επίπεδα έκφρασης της MMP–13 παρουσίασαν 
στατιστικά σημαντική αύξηση στο χόνδρο των αρθρώσεων που επέστησαν διατομή 
του πρόσθιου χιαστού συνδέσμου συγκριτικά με το χόνδρο φυσιολογικής άρθρωσης. 
Αντίστοιχα, τα μεταγραφικά επίπεδα των αναβολικών μορίων COL2A1 και ACAN 
βρέθηκαν να είναι στατιστικά μειωμένα στον υπό εξέταση χόνδρο σε σχέση με το 
φυσιολογικό, ως αποτέλεσμα των αυξημένων επιπέδων της MMP–13 που προκαλεί 
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αποικοδόμησή τους. Το συγκεκριμένο πειραματικό μοντέλο ΟΑ χρησιμοποιείται 
ευρέως εδώ και πολλά χρόνια για την in vivo μελέτη της ΟΑ και έχει διαπιστωθεί ότι 4 
εβδομάδες μετά την επέμβαση παρατηρούνται σοβαρές αλλοιώσεις των αρθρώσεων 
και διάβρωση του αρθρικού χόνδρου [305]. 
Αρχικά, προς επιβεβαίωση των in vitro αποτελεσμάτων μας, διερευνήσαμε τα 
μεταγραφικά επίπεδα του γονιδίου SREBP–2 στα χονδροκύτταρα κουνελιών. 
Διαπιστώσαμε ότι τα ΟΑ χονδροκύτταρα που προέρχονταν από τις αρθρώσεις που 
είχαν υποστεί διατομή του πρόσθιου χιαστού συνδέσμου, εμφάνισαν στατιστικά 
υψηλότερα μεταγραφικά επίπεδα του SREBP–2 σε σχέση με χονδροκύτταρα 
προερχόμενα από φυσιολογικές αρθρώσεις. 
Συνεχίζοντας, διερευνήσαμε την επίδραση της χορήγησης φαρμακευτικού 
αναστολέα των υποδοχέων του TGF–β (LY2109761) στο χόνδρο των ζώων μετά 
από 8 και 20 ενδοαρθρικές εγχύσεις. Η χορήγηση του LY2109761, τόσο στην 
περίπτωση των 8 εγχύσεων, όσο και στην περίπτωση των 20 εγχύσεων, είχε ως 
αποτέλεσμα τη στατιστικά σημαντική μείωση των επιπέδων έκφρασης του SREBP–2, 
επιβεβαιώνοντας την ενεργοποίησή του από τον εν λόγω αυξητικό παράγοντα in 
vivo. Επιπλέον, παρατηρήθηκε τάση στη μείωση των επιπέδων έκφρασης του COLX 
και της MMP–13, ενώ η έκφραση των αναβολικών μορίων COL2A1 και ACAN, δεν 
εμφάνισε στατιστικά σημαντική διαφορά στα ζώα στα οποία αποσιωπήθηκε το 
σηματοδοτικό μονοπάτι του TGF–β με τη χρήση του αναστολέα για το μικρότερο 
χρονικό διάστημα συγκριτικά με τα ζώα τα οποία δεν έλαβαν αναστολέα. Στην 
περίπτωση που οι εγχύσεις διήρκεσαν για μεγαλύτερο διάστημα (20 εγχύσεις), 
παρατηρήσαμε στατιστικά σημαντική μείωση των επιπέδων έκφρασης του COLX και 
της MMP–13 σε σχέση με την ομάδα ελέγχου. Επιπλέον, σημαντική αύξηση 
παρατηρήθηκε στα επίπεδα έκφρασης της ACAN, ενώ τάση αύξησης παρατηρήθηκε 
στην μεταγραφική έκφραση του COL2A1 στα ζώα στα οποία αποσιωπήθηκε το 
σηματοδοτικό μονοπάτι του TGF–β με τη χρήση του αναστολέα συγκριτικά με τα ζώα 
τα οποία δεν έλαβαν αναστολέα. 
Τα παραπάνω in vivo αποτελέσματά μας ενισχύουν τα in vitro ευρύματα για 
τη διαταραγμένη έκφραση του βασικού ρυθμιστή του μεταβολισμού της 
χοληστερόλης SREBP–2 στην ΟΑ, αλλά και της επαγωγής του από τον αυξητικό 
παράγοντα TGF–β1, καθώς αναστολή της σηματοδότησής του μειώνει τα επίπεδα 
του SREBP–2 στο πειραματικό ζωικό μοντέλο ΟΑ. Επιπλέον, παρέχουμε δεδομένα 
για τη δυνατότητα αναστροφής του ΟΑ φαινοτύπου στο συγκεκριμένο ζωικό μοντέλο 
ΟΑ μετά τη χορήγηση φαρμακευτικού αναστολέα των υποδοχέων του TGF–β. 
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Πρόσφατη in vivo μελέτη σε πειραματικό ζωικό μοντέλο τρωκτικών 
επαγόμενο με διατομή του πρόσθιου χιαστού συνδέσμου έδειξε ότι αναστολή της 
ενεργότητας του TGF–β είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση της αποδόμησης του 
αρθρικού χόνδρου, την επαγωγή της σύνθεσης πρωτεογλυκανών και τη γενικότερη 
εξομάλυνση των βλαβών που χαρακτηρίζουν την ΟΑ σε σχέση με τα ζώα στα οποία 
δε χορηγήθηκε φαρμακευτικός αναστολέας [333]. Σύμφωνα με άλλες in vivo μελέτες,  
η χορήγηση του TGF–β επάγει τον πολλαπλασιαμό των κυττάρων του υμένα με 
αποτέλεσμα την υπερπλασία του [230, 334], οδηγώντας στην παραγωγή 
φλεγμονωδών κυτοκινών όπως η IL–1 και ο TNF–α, τα οποία με τη σειρά τους 
επάγουν την αυξημένη έκφραση του κολλαγόνου τύπου Χ, κύριου υπερτοφικού 
δείκτη των χονδροκυττάρων [335]. Αναστολή της έκφρασης του TGF–β μείωσε 
σημαντικά την ίνωση του υμένα στο πειραματικό ζωικό μοντέλο ΟΑ [336], 
αναδεικνύοντας τον TGF–β ως ένα σημαντικό παράγοντα προώθησης της ίνωσης 
του υμένα, η οποία με τη σειρά της συμβάλλει στην εμφάνιση αλλοιώσεων στο 
χόνδρο οδηγώντας στην εμφάνιση ΟΑ in vivo.  
Συνοψίζοντας, στην παρούσα διατριβή διερευνήθηκαν σηματοδοτικά 
μονοπάτια και μοριακοί μηχανισμοί ρύθμισης της έκφρασης γονιδίων που ενέχονται 
στο μεταβολισμό των λιπιδίων στην οστεοαρθρίτιδα, καθώς υπάρχουν σαφείς 
ενδείξεις για την ύπαρξη ισχυρής μεταβολικής συνιστώσας στη νόσο η οποία 
πρόσφατα κατέλαβε μία θέση μεταξύ ήδη γνωστών μεταβολικών διαταραχών και 
αποτελεί πλέον μέρος του μεταβολικού συνδρόμου. Συγκεκριμένα, αναδείχτηκε για 
πρώτη φορά η εμπλοκή του SREBP–2, κύριου ρυθμιστή του μεταβολισμού της 
χοληστερόλης και του γονιδίου – στόχου του HMGCR, που καταλύει το 
σημαντικότερο βήμα στο βιοσυνθετικό μονοπάτι της χοληστερόλης στα ΟΑ 
χονδροκύτταρα. Αναδείχθηκε ο σηματοδοτικός μηχανισμός ρύθμισής τους μέσω των 
λιπιδικών κινασών PI3K και Akt, που επάγουν την έκφραση των καταβολικών 
ενζύμων, MMPs, ως αποτέλεσμα της ενεργοποίησης του TGF–β1 σηματοδοτικού 
μονοπατιού και της αυξημένης έκφρασης της ιντεγκρίνης aV στα ΟΑ χονδροκύτταρα. 
Η αναστολή της επαγόμενης από ιντεγκρίνες σηματοδότηση φάνηκε να έχει θετική 
επίδραση στον οστεοαρθριτικό χόνδρο, μέσω μείωσης των φωσφορυλιωμένων  – 
ενεργών μορφών των κινασών PI3K και Akt, των γονιδίων SREBP–2 και HMGCR 
αλλά και μέσω της μείωσης της MMP–13 η οποία συνοδευόταν από αντίστοιχη 
αύξηση των επιπέδων της αγγρεκάνης. Επιπλέον, αναστολή του miR–33a 
παρεμπόδισε την επαγόμενη από τον TGF–β1 φωσφορυλίωση της Akt, ενώ 
ταυτόχρονα αύξησε σημαντικά τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων ABCA1 και 
ApoA1 στα ΟΑ χονδροκύτταρα, προωθώντας την έξοδο της περίσσειας 
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χοληστερόλης από τα κύτταρα, αναστέλλοντας με αυτό τον τρόπο τις διαδικασίες 
που οδηγούν στον εκφυλισμό του αρθρικού χόνδρου. Συνεπώς, αναδεικνύεται η 
χρήση του αναστολέα του miR–33a ως πιθανός θεραπευτικός μοριακός στόχος για 
την αναστολή της εξέλιξης της ΟΑ (εικόνα 60). Ωστόσο, απαιτείται τελειοποίηση των 
μεθόδων μεταφοράς των microRNAs στα χονδροκύτταρα για στοχευμένη και 
μεγαλύτερης αποτελεσματικότητας θεραπεία έναντι των εκφυλιστικών παθήσεων του 
αρθρικού χόνδρου, όπως είναι η οστεοαρθρίτιδα. 
Επίσης, ο κεντρικός ρόλος που φαίνεται να διαδραματίζει ο αυξητικός 
παράγοντας TGF–β1 στην παραπάνω σηματοδότηση, μας ώθησε στη δημιουργία 
πειραματικού μοντέλου ΟΑ, με σκοπό την αναστολή  της σηματοδότησής του και την 
εκτίμηση της επίδρασής του στην οστεοαρθριτική άρθρωση των ζώων. Τα αυξημένα 
μεταγραφικά επίπεδα του SREBP–2 τα οποία εκτός από τα ανθρώπινα 
χονδροκύτταρα, παρατηρήθηκαν και στα ΟΑ χονδροκύτταρα του πειραματικού 
ζωικού μοντέλου, μειώθηκαν σημαντικά μετά τη χρήση αναστολέα των υποδοχέων 
του TGF–β, ενώ διαπιστώσαμε και μείωση των επιπέδων έκφρασης βασικών 
καταβολικών ενζύμων, με αντίστοιχη αύξηση των αναβολικών μορίων, ανάγοντας την 
αναστολή του TGF–β ως πιθανή θεραπευτική προσέγγιση για την αντιμετώπιση της 
νόσου.  
 
Εικόνα 60: Πιθανός μοριακός μηχανισμός που ευθύνεται για την ενεργοποίηση της ενδοκυττάριας 
σύνθεσης χοληστερόλης και την καταστολή της εξόδου της περίσσειας της στα ΟΑ χονδροκύτταρα. 
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